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Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont responsables d’infections humaines, 
allant d’une diarrhée aqueuse bénigne pouvant se compliquer en syndrome hémolytique et urémique 
(SHU), parfois mortel. La transmission de STEC à l’Homme s’effectue principalement par l’ingestion 
d’aliments contaminés. Le principal facteur de virulence des STEC est le gène stx (codant la Shiga-
toxine), localisé dans le génome d’un prophage. La thèse a été centrée sur les STEC O26:H11, 
deuxième sérotype à l’origine de SHU dans le monde, et premier retrouvé dans les fromages au lait 
cru.  
 
Le premier objectif était de caractériser génétiquement les STEC O26:H11 et leurs phages Stx 
(variants du gène stx et sites d’insertion des phages Stx) afin d’identifier d’éventuelles différences 
entre ces souches selon leur origine. La majorité des souches alimentaires et bovines étudiées 
possèdent le variant stx1a et leurs phages Stx sont intégrés dans wrbA et yehV. Les souches humaines 
possèdent les variants stx1a et stx2a en proportions équivalentes. Leurs phages Stx sont aussi intégrés 
dans wrbA et yehV mais à la différence des souches alimentaires et bovines, le site yecE a été identifié 
comme site d’insertion. Toutes les souches humaines qui possédaient un phage Stx2a intégré dans 
wrbA et yecE ont causé des SHU ; ce qui pourrait être un indicateur de haute virulence. 
Des études ont montré que des souches E. coli Attachant/Effaçant (AEEC) O26:H11 sont isolées à 
partir d’aliments identifiés comme « stx+ » par PCR. En dehors de l’absence du gène stx, ces souches 
AEEC sont similaires aux STEC. Leur caractérisation a montré ici que la majorité d’entre elles ont 
leurs sites d’insertion intacts, caractéristique compatible avec une perte de phage Stx par excision 
spontanée. La stabilité des phages Stx a donc été évaluée chez les STEC O26:H11. La 
présence/absence de phages Stx a été quantifiée par PCRq pour chaque souche au niveau de la 
population bactérienne entière montrant que les STEC ont la capacité de perdre leurs phages Stx. En 
revanche, cette instabilité n’est pas liée aux sites d’insertion. Plusieurs essais visant à introduire des 
phages Stx dans les souches AEEC pour les convertir en STEC ont été réalisés mais les résultats ont 
montré qu’il était difficile d’infecter ces souches.  
 
L’étude du taux d’induction des phages Stx in vitro chez les STEC O26:H11 a montré, qu’en présence 
de mitomycine C, les phages Stx2 étaient plus inductibles que les phages Stx1. En revanche, il n’a pas 
été mis en évidence de différences en fonction de l’origine des souches testées et du site d’intégration 
des phages Stx.  
L’analyse morphologique de quelques phages Stx a montré que le type Stx1 ou Stx2 n’était pas lié à 
une forme spécifique de phage.  
L’étude des stress relatifs à la technologie fromagère a montré que le stress salin et le stress oxydatif, 
lié à la libération potentielle d’H2O2 par d’autres bactéries, entrainaient l’induction des phages Stx. 
Comme des souches AEEC sont fréquemment isolées à partir d’aliments qualifiés de « stx+» par PCR, 
le processus analytique d’isolement des STEC a aussi été étudié. La production de phages Stx lors de 
la phase d’enrichissement semble possible à partir d’un aliment contaminé. En revanche, aucun 
composant de cette méthode, testé individuellement, n’a pu être identifié comme inducteur des phages 
Stx. 
 
Ces travaux ont permis d’acquérir des connaissances sur la diversité des phages Stx issus de STEC 
O26:H11 isolées chez l’Homme et dans la filière laitière. Des différences au niveau des variants du 
gène stx mais aussi des sites d’insertion des phages Stx ont pu être observées en fonction de l’origine 
des souches. De plus les niveaux d’induction des phages Stx diffèrent selon le variant du gène stx. Ces 
différences pourraient refléter l’existence de clones distincts, aux potentiels de virulence différents, 
circulant dans les aliments, chez les bovins et les patients.  




Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are responsible for human infections, ranging from 
mild diarrhea to hemolytic-uremic syndrome (HUS), sometimes with fatal outcome. Transmission of 
STEC to humans occurs mainly through the ingestion of contaminated food. The main virulence factor 
of STEC is the stx gene (encodes Shiga-toxin) located in the genome of a prophage. The PhD thesis 
was focused on STEC O26:H11, which is the second serotype causing HUS in the world, and the first 
one found in raw milk cheeses.  
 
The first objective was to characterize genetically STEC O26:H11 strains and their Stx phages (stx 
gene subtypes and insertion sites of Stx phages) in order to identify any differences between these 
strains according to their origin. The majority of the investigated food and bovine strains possessed 
stx1a subtype and their Stx phages were integrated into wrbA and yehV. Human strains possessed the 
stx1a and stx2a subtypes in equivalent proportions. Their Stx phages were also integrated into wrbA 
and yehV but unlike food and bovine strains, yecE site were identified as insertion site. All the human 
strains carrying an Stx2a phage integrated into wrbA and yecE caused HUS, which could indicate a 
high virulence. 
Studies showed that Attaching/Effacing E. coli (AEEC) O26:H11 strains were isolated from foods 
identified as "stx +" by PCR. Except for the absence of stx gene, these AEEC strains are similar to 
STEC. Their characterization showed, in this study, that the majority of them had intact insertion sites, 
in agreement with a possible loss of Stx phage by spontaneous excision. The stability of Stx phages 
was evaluated in STEC O26:H11. Presence/absence of Stx phages was quantified for each strain in the 
total bacterial population, showing that STEC were capable of losing their Stx phages. However, this 
instability was not related to the insertion sites. Several attempts to introduce Stx phages in AEEC 
strains in order to convert them into STEC were conducted but the results showed that it was difficult 
to infect these strains. 
 
The induction rate of Stx phages in vitro in STEC O26:H11 showed that, with mitomycin C, the Stx2 
phages were more inducible than Stx1 phages. However no difference was found with the origin of the 
strains tested and the Stx phage integration site used.  
The morphological analysis of some Stx phages showed that Stx1 or Stx2 type was not related to a 
specific phage shape.  
Study of various stress related to the cheese-making process showed that the osmotic and oxidative 
stress related to the potential release of H2O2 by other bacteria, led to the induction of Stx phages. 
Because AEEC strains are frequently isolated from food qualified as "stx+" by PCR, the analytical 
STEC isolation procedure was studied for its ability to induce Stx phages. Production of Stx phages 
during the enrichment phase seemed possible from contaminated food. However, none of the 
components of this method, tested individually, could be identified as an inducer of Stx phages. 
 
This work highlighted the diversity of Stx phages from STEC O26:H11 isolated from humans and 
dairy sector. Differences in stx subtypes and Stx phages insertion sites present among the STEC 
O26:H11 strains were observed depending on the origin of the strains. Moreover the induction levels 
of Stx phages differed according to the stx subtypes. These differences might reflect the existence of 
distinct clones, with varying virulence potential, circulating in foods, cattle and patients. 
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EAEC E. coli entéroaggrégatifs (ou EAggEC) 
EDB Ecophysiologie et Détection Bactérienne 
EDTA Acide éthylène diamine tétra-acétique 
Efa Facteurs d’adhérence 
EFSA Autorité européenne de sécurité des aliments ou « European Food Safety 
Authority » 
EHEC E. coli entérohémorragiques  
EIEC E. coli entéroinvasifs 
EPEC E. coli entéropathogènes 
ETEC E. coli entérotoxinogènes 
FIS Facteurs de stimulation d’inversion 
GC Copies de gène 
HAS Sérotype(s) associé(s) à un SHU ou « HUS-associated serotype(s) »  
IC ou IAC Contrôle interne d’amplification 
IHF Facteurs d’intégration de l’hôte ou « integration host factor » 
Int Intégrase  
InVS Institut de Veille Sanitaire 
IS Séquence d’insertion  
ISO  Organisation international de normalisation 
LB Lysogeny broth 
LEE Locus d’effacement des entérocytes 
LNR  Laboratoire National de Référence 
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LPS Lipopolysaccharide 
LT Entérotoxine thermolabile 
LSAl Laboratoire de sécurité des aliments 
M, mM, µM Molaire, milliMolaire, microMolaire 
MLST typage par séquençage multilocus ou « multilocus sequence typing » 
MOI Multiplicité d’infection ou « Multiplicity of infection » 
MPa MégaPascal 
Nle Effecteurs non codés par le LEE 
NM Non Motile ou H-  
NMEC E. coli associés à des méningites néonatales 
ORF Cadre ouvert de lecture ou « open reading frame » 
PCR Réaction de polymérisation en chaine 
PCRq PCR en temps réel 
pEAF plasmide codant les facteurs d’adhésion des EPEC ou «EPEC adherence 
factor plasmid »  
PPNC Pâte pressée non cuite (fromage) 
PPT Purpura thrombolique et thrombocytopénique 
PSPC Plan de surveillance et de contrôle  
R-M restriction-modification (système) 
ROS Espèce réactive de l’oxygène 
SBCL Staphylocoques, Bacillus, Clostridies et Lait 
SEL Salmonella, Listeria, E. coli 
SHU Syndrome hémolytique et urémique 
SOD Super-oxyde dismutase 
ssDNA ADN simple brin 
ssRNA ARN simple brin 
ST Entérotoxine thermostable 
ST (MLST) Séquence type 
STEC E. coli producteurs de Shiga-toxines 
Stx1 Shiga-toxine de type 1 
Stx2 Shiga-toxine de type 2 
Stxs Shiga-toxines 
T3SS Système de sécrétion de type III 
TSA-YE Gélose de tryptone soja et extrait de levure 
UFC  Unité formant colonie 
UFP  Unité formant plage 
UPEC E. coli uropathogènes 
UV Ultraviolets 





















Mon projet de thèse s’inscrit dans le contexte particulier de l’unité mixte 
technologique (UMT) ARMADA (Application de la Recherche pour la MAîtrise des Dangers 
dans les Aliments), labellisée en 2011 par la Direction Générale de l’Enseignement et de la 
Recherche (DGER) du Ministère de l’Agriculture pour une durée de cinq ans. L’UMT 
ARMADA est fondée sur un partenariat entre le Laboratoire de Sécurité des Aliments (LSAl) 
de l’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du 
travail (Anses) et le centre technique du lait et des produits laitiers ACTALIA. Les missions 
de cette UMT consistent à améliorer et à transférer les outils de détection et de caractérisation 
des dangers alimentaires. Elles ont aussi pour but d’adapter et de transférer les méthodologies 
permettant d’apprécier la fiabilité sanitaire des processus de fabrication des aliments, afin 
d’anticiper les étapes à risque et d'améliorer les procédés en conséquence. Ce projet a 
également bénéficié d’un financement CIFRE (n° 2012/0975). 
J’ai réalisé la majeure partie de mes travaux de thèse au LSAl (site de Maisons-Alfort) 
au sein de l’unité Ecophysiologie et Détection Bactérienne (EDB) puis de l’unité Salmonella, 
Listeria, E. coli (SEL) suite à la restructuration du laboratoire au 1er Janvier 2014. J’ai été 
encadrée par Frédéric Auvray, chef adjoint de l’unité EDB puis de l’unité Staphylocoques, 
Bacillus, Clostridies et Lait (SBCL), et par Valérie Michel, responsable du pôle microbiologie 
laitière d’ACTALIA de la Roche sur Foron.  
  
Mon projet de thèse portait sur les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines 
(STEC) qui sont responsables d’infections humaines, allant d’une diarrhée aqueuse bénigne à 
une colite hémorragique (CH) pouvant se compliquer d’un syndrome hémolytique et 
urémique (SHU), parfois mortel. La majorité des cas est causée par un sous ensemble de 
STEC, appelés Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC), et restreinte principalement à 
cinq sérotypes, O157:H7, O26:H11, O103:H2, O111:H8 et O145:H28. Les STEC sont portés 
par les ruminants, en particulier les bovins, et la transmission à l’Homme s’effectue 
principalement par l’ingestion d’aliments contaminés d’origine animale (viande, lait, 
fromage) ou végétale (salades, graines germées…). Le principal facteur de virulence des 
STEC est la Shiga toxine codée par le gène stx, localisé dans le génome d’un prophage. Les 
phages porteurs de gènes stx (phage Stx) sont assez divers. De plus, les gènes stx sont 
également connus pour être représentés par de nombreux variants, pouvant être associés à des 
degrés variables de virulence, ce qui complique l’évaluation des risques liés aux STEC. 
Plusieurs épidémies, associées aux STEC, ont été recensées en France, telles que l’épidémie 
de 2005 impliquant du camembert au lait cru contenant des STEC O26:H11, puis plus 
récemment aussi en 2011 (graines germées, STEC O104:H4), 2012 (viande de bœuf, STEC 
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O157:H7) et 2013 (fromage au lait cru, STEC O157:H7). La détection des STEC pathogènes 
dans les aliments représente donc de véritables enjeux sanitaires. De plus, depuis le début des 
années 2000, il a été observé en France une part significativement croissante de SHU 
attribuable aux sérogroupes non-O157. Cette part était de 28% entre 1996 et 2004 et elle est 
passée à 54% entre 2005 et 2013.  
 
Les travaux de thèse ont porté sur le sérotype O26:H11. En effet, il s’agit du deuxième 
sérotype à l’origine de SHU dans le monde et il représente 12% de toutes les souches EHEC 
isolées en Europe en 2012. De plus, ce sérotype est le premier retrouvé dans les fromages au 
lait cru. La consommation de fromages au lait cru contaminés par des STEC O26:H11 
pourrait donc contribuer à ces SHU, bien qu’un faible nombre de cas de SHU causés par ce 
sérotype soit recensé chaque année en France. Ce contraste n’est pas sans susciter certaines 
interrogations, en particulier sur la virulence des souches STEC O26:H11 circulant dans les 
produits laitiers. 
 
Les travaux réalisés ont concerné plus précisément les phages Stx, ceux-ci ayant la 
particularité d’être perdu ou acquis plus ou moins fréquemment par les STEC et les 
Escherichia coli (E. coli) O26:H11, ce qui n’est pas sans poser un certain nombre de 
problèmes. La dissémination de phages Stx peut, en effet, conduire à l’émergence de 
nouvelles souches pathogènes (initialement stx-négatives), parfois extrêmement virulentes 
comme la souche STEC O104:H4 issue d’une souche d’E. coli entéroaggrégative et 
responsable d’une vaste épidémie en Europe en 2011. De plus, la perte de phages Stx par les 
STEC O26:H11 peut générer des souches E. coli stx-négatives considérées comme des E. coli 
attachant / effaçant (AEEC) O26:H11 et qui peuvent interférer avec la détection des STEC 
O26:H11 lors de l’utilisation de méthodes d’isolement. Des études et plans de surveillance ont 
ainsi mis en évidence la présence de STEC et d’AEEC O26:H11 dans des fromages au lait 
cru. Pour expliquer l’isolement d’AEEC à partir d’aliments initialement identifiés comme 
« stx-positifs » par PCR, plusieurs hypothèses peuvent être formulées. Les souches AEEC 
isolées pourraient être issues de STEC ayant perdu leurs prophages Stx au cours de l’étape 
d’enrichissement ou d’isolement. A l’inverse, elles pourraient ne jamais avoir possédé de 
prophages Stx, et les gènes stx, détectés par PCR dans l’aliment, pourraient appartenir soit à 





Dans ce contexte, l’objectif de ma thèse était de mieux caractériser les phages Stx des 
STEC O26:H11 issus de la filière laitière, en termes de diversité (morphologie, localisation 
chromosomique, polymorphisme du gène stx…), de mobilité (perte, acquisition, inductibilité) 
et d’impact sur la qualité sanitaire des produits alimentaires et sur les résultats d’analyses 
microbiologiques. 
 
Ce manuscrit de thèse présente, dans un premier temps, une étude bibliographique 
introductive du projet décomposée en trois parties. La première partie porte sur la définition 
des STEC et les aspects épidémiologiques. La seconde partie comprend des données plus 
précises sur les phages Stx. Enfin, la troisième partie traite de la présence des STEC et des 
phages Stx dans l’alimentation. Les résultats expérimentaux sont ensuite exposés sous la 
forme de trois chapitres comprenant chacun un article précédé d’une synthèse en français. De 
plus, des résultats non décrits dans ces articles, sont présentés sous la forme de travaux 
complémentaires à la suite de ceux-ci. Pour finir, une discussion globale des travaux réalisés 
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Chapitre 1. Les Escherichia coli producteurs de Shiga-
toxines (STEC) 
I. Définition et caractérisation des Escherichia coli pathogènes 
 
Les Escherichia coli (E. coli) ont été isolés et caractérisés pour la première fois par 
Theodor Escherich en 1885 dans des selles d’enfant. Ces bactéries appartiennent à la famille 
des Enterobacteriaceae et possèdent donc les caractéristiques communes à cette famille : 
bacilles à Gram négatif, aéro-anaérobies facultatives, oxydase négative et catalase positive 
(Croxen et al., 2013). Ces bactéries, jouant un rôle important dans le système digestif de 
l’Homme et des animaux, représentent 80% de la flore commensale intestinale humaine. Dans 
ce cas, il s’agit de bactéries non pathogènes. Cependant, les bactéries ont la capacité de 
s’échanger des gènes par transferts horizontaux d’éléments génétiques mobiles comme des 
bactériophages, des transposons, des séquences d’insertion et des plasmides. Cette capacité, 
pouvant causer la perte ou/et le gain de nouveaux gènes, est susceptible d’entrainer 
l’apparition de bactéries pathogènes (Frost et al., 2005, Leimbach et al., 2013). Ainsi, ce 
phénomène a permis à une souche d’E. coli d’acquérir le déterminant génétique d’une toxine 
nommée Shiga-toxine et de créer le groupe des E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC), 
mis en évidence en 1982 aux Etats-Unis. Parmi les STEC, il existe un sous-groupe constitué 
par les E. coli entérohémorragiques (EHEC) qui ont comme particularité d’être isolés de cas 
humains. 
  
I.1. Classification des E. coli pathogènes en pathovars 
 
La classification des E. coli en pathovars (ou pathotypes) est liée à la capacité des E. 
coli pathogènes à posséder plusieurs stratégies de virulence entrainant des troubles 
intestinaux. La majorité des pathovars connus ont la capacité d’adhérer aux cellules hôtes 
permettant ainsi à la bactérie d’être internalisée dans la cellule ou de lui injecter des protéines. 
Il existe actuellement huit pathovars d’E. coli pathogènes qui peuvent être classés en deux 
groupes, les E. coli intestinaux (ou « diarrheagenic ») et les E. coli extra-intestinaux. Les E. 
coli intestinaux comprennent sept pathovars responsables des troubles intestinaux : les E. coli 
entéropathogènes (EPEC), les STEC (y compris les EHEC), les E. coli entérotoxinogènes 
(ETEC), les E. coli entéroinvasifs (EIEC), les E. coli entéroaggrégatifs (EAEC ou EAggEC), 
les E. coli à adhésion diffuse (DAEC) et le dernier pathovar, identifié récemment, les E. coli 
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adhérents invasifs (AIEC). Le second groupe, les E. coli extra-intestinaux, est constitué de 
deux pathovars, les E. coli associés à des méningites néonatales (NMEC) et les E. coli 
uropathogènes (UPEC). D’un point de vue phylogénétique, les pathovars peuvent être classés 
dans cinq grands phylogroupes : A, B1, B2, D et E. Les E. coli commensaux (non 
pathogènes) sont généralement dans le phylogroupe A. En revanche, un pathovar n’est pas 
relié à un phylogroupe particulier (Croxen et al., 2013, Croxen & Finlay, 2010, Nataro & 
Kaper, 1998).  
 
I.1.1. Les E. coli intestinaux 
 
Les E. coli entéropathogènes (EPEC) est le premier pathovar identifié dans le 
groupe des E. coli intestinaux. Il est responsable de la majorité des cas de diarrhée sévère chez 
les enfants issus de pays en voie de développement (Nataro & Kaper, 1998). Les EPEC ont 
pour particularité de provoquer des lésions d’attachement/effacement (A/E) sur les 
entérocytes intestinaux. Les lésions A/E sont codées par le locus d’effacement des entérocytes 
(LEE), incluant le gène eae, et se caractérisent par l’effacement des microvillosités 
intestinales puis par un détournement de l’actine de la cellule hôte pour former un piédestal 
sous le site d’attachement (Nataro & Kaper, 1998). En revanche, les bactéries de ce pathovar 
n’ont pas la capacité de produire la Shiga-toxine. Les EPEC sont classés en sous-groupes dits 
typiques et atypiques se différenciant respectivement par la présence ou l’absence du 
plasmide codant les facteurs d’adhésion des EPEC (pEAF). Après adhésion à la cellule, les 
EPEC injectent des facteurs de virulence par le biais d’un système de sécrétion de type III 
(T3SS). Ces facteurs de virulence permettent de détourner des processus propres à la cellule 
tels que le réarrangement du cytosquelette afin de former le piédestal, et la modulation de la 
réponse immunitaire qui contribue à l’apparition de la diarrhée (Croxen et al., 2013, Nataro & 
Kaper, 1998). 
 
Les E. coli entérotoxinogènes (ETEC) sont les principaux responsables de la 
« diarrhée du voyageur » (plus connue sous le nom de « turista ») mais aussi de diarrhée 
infantile pouvant être fatale chez les moins de cinq ans. Les ETEC adhèrent aux cellules de 
l’intestin grêle grâce à des facteurs de colonisation (CFs) et sécrètent des entérotoxines 
thermostables (ST) et des entérotoxines thermolabiles (LT) à l’origine des diarrhées. Les deux 
entérotoxines peuvent agir seules ou combinées (Croxen et al., 2013, Nataro & Kaper, 1998). 
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Les E. coli entéroinvasifs (EIEC) provoquent des diarrhées sanglantes et des 
dysenteries bacillaires. Ils possèdent le même mécanisme de pathogénicité que Shigella. Les 
EIEC sont des bactéries intracellulaires obligatoires. Par définition, elles doivent donc 
obligatoirement rentrer dans la cellule pour être pathogènes puisqu’elles ne possèdent pas de 
flagelle ni de facteur d’adhésion. Les EIEC traversent la barrière intestinale par transcytose au 
travers des cellules M et pénètrent dans les macrophages entrainant ainsi leur mort cellulaire. 
Les EIEC peuvent aussi coloniser les cellules du côlon, se multiplier puis traverser 
transversalement une cellule pour aller dans une cellule adjacente par l’intermédiaire d’un 
bras d’actine et entrainer ainsi une lyse cellulaire (Croxen et al., 2013, Nataro & Kaper, 
1998).  
 
Les E. coli entéroaggrégatifs (EAEC ou EAggEC) sont la cause de diarrhées 
persistantes chez les enfants et les personnes atteintes du virus de l’immunodéficience 
humaine (VIH). Ils sont considérés comme la deuxième cause responsable de la « diarrhée du 
voyageur ». Les EAEC colonisent les muqueuses de l’intestin grêle et du gros intestin par des 
mécanismes d’adhésions agrégatives entrainant la formation de « briques empilées » grâce à 
des adhésines fimbriaires ou « aggregative adherence fimbriae » (AAFs) codées par le 
plasmide pAA et forment ainsi un biofilm compact. Les EAEC sont aussi responsables de 
dommages au niveau de la muqueuse intestinale par l’intermédiaire de cytotoxines qu’ils 
sécrètent (Croxen et al., 2013, Nataro & Kaper, 1998).  
 
Les E. coli à adhésion diffuse (DAEC) sont responsables de diarrhées aqueuses chez 
les jeunes enfants (de 18 mois à 5 ans) et peuvent être associés à des infections urinaires. Les 
DAEC colonisent l’intestin grêle en se fixant aux cellules par adhésion diffuse et interagissent 
avec le facteur DAF (« decay-accelerating factor ») entraînant des lésions au niveau des 
bordures en brosse et notamment des pertes de microvillosités (Croxen et al., 2013, Nataro & 
Kaper, 1998).  
 
Les E. coli adhérents invasifs (AIEC) sont un des agents causals de la maladie de 
Crohn, causant l’inflammation de l’intestin grêle. Les AIEC ont la particularité d’adhérer et 
d’envahir les cellules épithéliales grâce à l’interaction entre leurs pili et des protéines de 
surface. Ils ont aussi la capacité de pénétrer dans les macrophages et de s’y répliquer (Croxen 
et al., 2013, Nataro & Kaper, 1998). 
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Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont responsables d’épidémies de 
gastroentérites sévères chez l’Homme pouvant évoluer vers une colite hémorragique (CH) 
et/ou un syndrome hémolytique et urémique (SHU). Les EHEC possèdent plusieurs facteurs 
de virulence comme la Shiga-toxine et, pour les EHEC typiques, le locus d’effacement des 
entérocytes (LEE), incluant le gène eae, que l’on retrouve aussi chez les EPEC et qui 
provoque des lésions A/E. Le sérotype O157:H7, souvent impliqué dans les épidémies de 
gastroentérites chez l’Homme appartient à ce pathovar. Les EHEC ont notamment la 
particularité d’injecter environ deux fois plus de facteurs de virulence (dont la plupart sont 
redondants) que les EPEC. Ils possèdent ainsi un avantage compétitif sur les autres bactéries. 
D’autre part, le mécanisme de formation du piédestal à la surface des cellules est légèrement 
différent de celui des EPEC mais la finalité est similaire. Pour finir, les EHEC peuvent utiliser 
des hormones de la cellule telles que l’adrénaline et la noradrénaline ainsi que des molécules 
du quorum-sensing pour réguler leur motilité et l’expression de leurs T3SS (Croxen et al., 
2013, Nataro & Kaper, 1998). 
 
Il existe donc une très grande et complexe diversité d’E. coli responsables de troubles 
intestinaux avec des mécanismes d’adhésion et d’action plus ou moins différents selon les 
pathovars (Figure 1). Cette diversité est due aux échanges d’ADN entre bactéries permis par 
les différents systèmes de transfert horizontaux tels que la conjugaison, la transformation et la 
transduction.  
 
Figure 1. Les sept pathovars d’E. coli intestinaux et leurs mécanismes d’action  
(Adaptée de Croxen et al., 2013)  
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I.1.2. Les E. coli extra-intestinaux 
 
Les E. coli uropathogènes (UPEC) sont la cause de cystites dans la vessie et de 
pyélonéphrites aiguës dans les reins. L’adhésion et l’invasion des cellules de l’épithélium 
urinaires entrainent l’apoptose et l’exfoliation des cellules de la vessie (Croxen & Finlay, 
2010).  
 
Les E. coli associés à des méningites néonatales (NMEC) sont capables de passer la 
barrière intestinale pour se retrouver dans la circulation sanguine et ainsi rejoindre le système 
nerveux central. Ils peuvent alors provoquer des inflammations, des œdèmes et des dommages 
neuronaux. La colonisation initiale se fait par acquisition périnatale par l’intermédiaire de la 
mère (Croxen & Finlay, 2010).  
 
I.2. Classification des E. coli en sérogroupes et sérotypes 
 
Une autre classification des E. coli est basée sur la caractérisation des antigènes de 
surfaces décrits par Kauffman en 1944, et plus particulièrement sur les antigènes somatiques 
O et les antigènes flagellaires H (Nataro & Kaper, 1998). Les antigènes O définissent le 
sérogroupe d’une souche. Ils peuvent être caractérisés par des méthodes de réaction de 
polymérisation en chaine (PCR) basées sur l’amplification des gènes wzx et wzy. Les 
antigènes H, quant à eux, permettent d’obtenir le sérotype d’une souche. Ils sont caractérisés 
par l’amplification des allèles du gène fliC. Il existe au total 184 antigènes O et 53 antigènes 
H (Croxen et al., 2013, Iguchi et al., 2015).  
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I.2.1. Les antigènes somatiques O  
 
Les antigènes somatiques O sont un des trois constituants du lipopolysaccharide (LPS) 
ancré dans la membrane externe des bactéries Gram-négatif (Figure 2). Les deux autres 
constituants du LPS sont le lipide A, considéré comme toxique et très conservé chez 
Escherichia coli, et la région cœur. L’antigène O, lié à la région cœur, est constitué de 10 à 25 
unités de répétitions composées de 2 à 7 résidus de sucres (Stenutz et al., 2006). 
 
Figure 2. Schéma de la structure d'une molécule de lipopolysaccharide bactérien 
Les lipides sont représentés par les lignes courbées et les sucres sont par : Glucosamine (GlcN) (■), acide 3-
deoxy-D-manno-octulosonique (Kdo) (▼), heptose (▲), hexose (), composés de l’antigène O (●), plus 
fréquemment de l’hexose. (Adaptée de Stenutz et al., 2006) 
 
Les gènes nécessaires à la biosynthèse de l'antigène O sont regroupés dans un opéron sur un 
locus chromosomique flanqué par les gènes de biosynthèse des acides colaniques (gènes wca) 
et de l'histidine (his) (Iguchi et al., 2015). Actuellement, il existe un peu plus de 90 types 
d’opérons de biosynthèse de l’antigène O. La diversité des sérogroupes est liée à des 
structures génétiques différentes engendrées par des transferts horizontaux ou le 
remplacement d’une partie ou de la totalité du cluster de gènes de biosynthèse de l’antigène 
O, mais aussi par l’intermédiaire de mutations ponctuelles (Iguchi et al., 2015). 
 
I.2.1. Les antigènes flagellaires H 
 
 Les antigènes flagellaires H font partis de la région centrale de la protéine formant le 
flagelle de la bactérie, la flagelline. Contrairement aux régions terminales de la flagelline qui 
sont très conservées, la région centrale, très variable, confère un sérotype spécifique à la 
bactérie (Wang et al., 2003). Un peu plus de 40 gènes sont impliqués dans l’assemblage, la 
structure et la fonction du flagelle. Ces gènes sont répartis dans quatre clusters dont un 
contient le gène fliC (Wang et al., 2003).  
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I.3. Classification des STEC selon leurs sérotypes et séropathotypes 
I.3.1. Les sérotypes majeurs 
 
Il existe plus de 200 sérotypes de STEC associés à l’apparition de symptômes 
cliniques sévères chez l’Homme tels que la colite hémorragique (CH) et le syndrome 
hémolytique et urémique (SHU) (Anses, 2012a). Cependant, selon l’autorité européenne de 
sécurité des aliments (EFSA ou « European Food Safety Authority »), les cinq sérotypes 
majeurs impliqués dans des cas d’infections humaines sont O157:H7, O26:H11, O103:H2, 
O111:H8 et O145:H28 (EFSA, 2009) appelé plus communément le « top five ». Les souches 
appartenant à l’un de ces sérotypes ont été définies par l’Agence nationale de sécurité 
sanitaire de l’alimentation de l’environnement et du travail (Anses) comme souches « EHEC 
typiques majeures ». Le sérotype O157:H7 est le plus fréquemment retrouvé et concerne 64% 
des cas de SHU en Europe entre 2002 et 2006 (Anses, 2012a).  
Les STEC du sérotype O26:H11 appartiennent au phylogroupe B1 (Croxen et al., 
2013) et sont considérés comme le second sérotype majeur associé à des cas sévères en 
Europe et aux Etats-Unis (Bletz et al., 2013). Ce sérotype a été identifié pour la première fois 
dans une épidémie de SHU en 1983 par Karmali et al. (Karmali et al., 1985, Karmali et al., 
1983). Il a ensuite été identifié à plusieurs reprises aussi bien aux Etats-Unis que dans 
plusieurs pays européens (Bielaszewska et al., 2013, Brooks et al., 2005, Zimmerhackl et al., 
2010). Une étude, effectuée en Autriche et en Allemagne sur des patients atteints de SHU 
durant une période de six ans (entre 1997 et 2002), a montré que 15,4% de tous les EHEC 
isolés appartenaient au sérotype O26:H11 (Zimmerhackl et al., 2010). Aux Etats-Unis, 
l’analyse de 940 STEC non-O157 isolés entre 1983 et 2002, a montré que 22% étaient du 
sérogroupe O26 (Brooks et al., 2005). Enfin, en Europe, 12% des EHEC isolés en 2012 
appartenaient au sérotype O26:H11 (EFSA, 2014). 
 
I.3.2. Les séropathotypes 
 
Une classification en séropathotype a été créée pour différencier les STEC selon leur 
fréquence d’implication dans des épidémies, et en fonction de l’incidence relative des 
sérotypes dans les infections humaines et de la sévérité de la maladie déclenchée chez 
l’Homme. Cinq séropathotypes, caractérisés par les lettres A à E, ont été décrits (Tableau 1) 
(Karmali et al., 2003). Les séropathotypes A et B sont associés à des épidémies, 
contrairement aux séropathotypes C, D et E qui ne le sont pas ou plus rarement. Le 
séropathotype A, comprenant les STEC du sérotype O157:H7 et O157:NM (Non Motile), est 
particulièrement impliqué dans les cas graves (SHU).  
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Le séropathotype B, moins fréquemment associé à des SHU, contient notamment les 
sérotypes O26:H11, O103:H2, O111:NM, O121:H19 et O145:NM. Généralement, les STEC, 
ne possédant pas le locus d’effacement des entérocytes (LEE), sont dans le séropathotype C 
impliqué dans des cas sporadiques de SHU. Il contient les sérotypes O91:H21, O104:H21, 
O113:H21, O5:NM, O121:NM and O165:H25. Le séropathotype D, qui concernent plusieurs 
sérotypes, est à l’origine de diarrhée sans aggravation vers un SHU. Le séropathotype E, 
quant à lui, concernent plusieurs sérotypes de STEC qui n’ont jamais été associés à des 
maladies chez l’Homme et qui ont seulement été isolés chez les animaux (Karmali et al., 
2003, Croxen et al., 2013, EFSA, 2013). 
 
Tableau 1. Classification des STEC en séropathotypes 
(Adapté de Karmali et al., 2003) 
 
 
Cette classification est toutefois un peu controversée selon un rapport plus récent de l’EFSA 
suite aux épidémies qui ont eu lieu en Europe entre 2007 et 2010 (EFSA, 2013). L’EFSA 
propose une nouvelle approche de classification où les STEC, ayant été impliqués dans des 
cas de SHU et pour lesquels le sérotypage a été entièrement réalisé, pourraient être 
automatiquement classés dans le séropathotype HAS pour « HUS-associated serotype(s) ». Ce 
nouveau séropathotype inclurait donc la majorité des souches responsables de décès, 
d’hospitalisations, de cas de diarrhées sanglantes, ainsi que la totalité des cas de SHU (EFSA, 
2013). 
 
I.4. Relation entre les STEC, EHEC, EPEC et les AEEC 
 
Un autre groupe différent des pathovars décrits précédemment a été mis en évidence 
sous l’appellation d’E. coli attachant et effaçant (AEEC ou « Attaching and Effacing E. 
coli ») (Bielaszewska et al., 2008). Les AEEC ont la particularité de provoquer des lésions 
d’attachement/effacement (A/E) et ne possèdent pas le gène stx codant la Shiga-toxine. Ils 
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peuvent aussi bien correspondre à des EPEC, typique ou atypique (marqué par l’absence du 
plasmide pEAF), qu’à des EHEC ayant perdus leur gène stx (Figure 3) (Bielaszewska et al., 
2008, Afssa, 2010). La parenté des AEEC avec les EHEC a été démontrée par Bielaszewska 
et al., grâce à la comparaison des profils MLST (multilocus sequence typing). Il a ainsi été 
montré que les AEEC et les EHEC du même sérotype se retrouvaient dans le même complexe 
clonal indiquant une proche parenté entre eux (Bielaszewska et al., 2008). 
La figure 3 représente les relations entre les STEC, les EHEC et les AEEC. Elle 
permet de mettre en évidence que, selon un rapport de l’Afssa, l’ensemble des souches d’E. 
coli possédant le LEE, incluant le gène eae, peuvent être regroupées sous le terme d’AEEC. 
De plus, toutes les souches possédant le gène stx appartiennent au groupe des STEC, quelques 
soient les signes cliniques associés. Les EPEC, ne possèdent pas le gène stx et constituent un 
sous-groupe des AEEC, responsable de diarrhée sévère chez l’Homme. Les EHEC ont des 
caractéristiques communes aux AEEC et STEC car ils possèdent le LEE et le gène stx (Figure 
3) (Afssa, 2010, Anses, 2012a, Kaper et al., 2004). Toutefois, les EHEC se caractérisent selon 
trois sous-groupes, (i) les EHEC typiques concernent les EHEC qui possèdent le LEE, (ii) les 
EHEC typiques majeurs possèdent le LEE et appartiennent au « top five » (sérogroupes O157, 
O26, O103, O111 et O145) généralement responsable de SHU, et enfin (iii) les EHEC 
atypiques désignent les souches qui ne possèdent pas le gène eae et qui ont donc l’incapacité 
de produire des lésions A/E ; c’est la cas de la souche O104:H4 responsable de l’épidémie de 
2011 impliquant des graines germées (Anses, 2012a, Afssa, 2010). 
 
 
Figure 3. Classification des STEC, EHEC, EPEC et AEEC 
STEC : E. coli producteurs de Shiga-toxines ; EHEC : E. coli entérohémorragiques ; EPEC : E. coli 
entéropathogènes ; AEEC : E. coli attachant et effaçant. pEAF : plasmide codant les facteurs d’adhésion des 
EPEC (Adaptée du rapport Anses de 2012 et de l’avis Afssa de 2010) 
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II. Aspects épidémiologiques relatifs aux STEC 
II.1. Les voies de contamination des STEC 
II.1.1. Le portage des STEC 
 
Le principal réservoir des STEC sont les ruminants et plus particulièrement les bovins, 
qui les hébergent de façon asymptomatique dans leur tube digestif (Caprioli et al., 2005). Plus 
de 435 sérotypes de STEC ont été recensés dans les bovins (Gyles, 2007). Plusieurs études 
ont évoqué la prévalence des STEC chez les bovins mais les résultats diffèrent selon le plan 
d’échantillonnage et la méthode choisie. Cette prévalence varie en effet entre 0 et 71% chez 
les bovins. En revanche, la prévalence des STEC dans les veaux ne dépasse pas 9,9%. Enfin, 
l’excrétion (ou la perte) des STEC semble être liée à l’âge et au sevrage des veaux mais aussi 
aux saisons avec une excrétion plus forte en été qu’en hiver (Gyles, 2007).  
De plus, une étude sur la prévalence des STEC O157 dans les fèces de bovins a été menée en 
France par Andral et al. Cette étude, réalisée entre 1998 et 2001 dans trois abattoirs situés 
dans le Massif Central et dans le Rhône, a mis en évidence la présence de E. coli O157 dans 
cinq échantillons de matières fécales sur 201 soit une prévalence de 2,5% (Andral et al., 
2004). Comparé au rapport de l’Anses en 2010, ces résultats sont cohérents avec les 
prévalences observées dans les autres pays européens comprises entre 0 et 16% dans les 
matières fécales (Anses, 2010). En France, la prévalence du portage des STEC du « top five » 
chez les bovins a été estimée à 1,8% (Bibbal et al., 2015). 
En revanche, une étude a montré que lors de la récente épidémie de 2011, les STEC du 
sérotype O104:H4 (provenant d’un EAEC) n’étaient pas portés par les bovins français 
(Auvray et al., 2012). Cette observation a été confirmée et étendue à l’ensemble des EAEC 
(Bibbal et al., 2014). 
 Outre les bovins, d’autres animaux d’élevage peuvent être porteurs sains de STEC tels 
que les caprins, les ovins, les porcs, les volailles et les lapins mais aussi des animaux 
domestiques et sauvages tels que les chiens, les chevaux et les oiseaux (Gyles, 2007). Une 
récente étude réalisée en Norvège a montré que le mouton serait un important réservoir de 
STEC du sérotype O26:H11 (Brandal et al., 2012). 
 
II.1.2. La transmission des STEC 
 
 Les voies de contamination de l’Homme par les STEC sont assez variées (Figure 4). 
La plus importante d’entre elles est la consommation d’aliments contaminés d’origine 
animale, notamment la viande (crue ou pas assez cuite) et les produits laitiers à base de lait 
cru ou pasteurisé de vache ou de chèvre (Gyles, 2007, Afssa, 2008). Des contaminations par 
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ingestion de végétaux (comme des légumes crus) ou d’eau contaminés font également parties 
des voies de contamination de l’Homme. Cette contamination est généralement liée au 
relargage d’effluents des abattoirs et d’élevage mais aussi des fèces des animaux porteurs de 
STEC qui contaminent les sols, et qui par le biais de ruissellement et d’irrigation entrainent la 
contamination de l’eau et des cultures de végétaux (Figure 4). Pour finir, des contaminations 
par contact direct entre individus (Homme-Homme et Animal-Animal) ou par le biais 
d’animaux porteurs et excréteurs de STEC (notamment les bovins) sont possibles (Caprioli et 
al., 2005, Afssa, 2010).  
 
 
Figure 4. Flux des STEC et voies de contamination de l'Homme par des EHEC  
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II.2. Manifestations cliniques chez l’Homme 
 
Les infections causées par les STEC constituent un problème majeur en santé publique 
en raison de la sévérité des manifestations cliniques qu’ils génèrent. Les jeunes enfants et les 
personnes âgées sont les personnes les plus sensibles à ce danger (Afssa, 2008). 
Quelques soit le mode de transmission, l’infection par des STEC entraine l’apparition de 
différents symptômes se traduisant par des diarrhées, des CH pouvant conduire à un SHU et 
un Purpura thrombolique et thrombocytopénique (PTT). La figure 5 montre la progression de 
l’infection par les EHEC du sérotype O157:H7 décrite par Tarr et al. (Tarr et al., 2005).  
 
 
Figure 5. Progression d'infection par les EHEC O157:H7 
(d’après Tarr et al., 2005) 
 
II.2.1. Les colites hémorragiques (CH) 
 
Les CH ont été mises en évidence pour la première fois en 1971. Elles sont 
caractérisées par une manifestation soudaine de crampes abdominales suivies d’une diarrhée 
aqueuse quelques heures après qui se poursuit rapidement vers une hémorragie gastro-
intestinale à l’origine de la diarrhée sanglante avec peu ou pas de fièvre (Riley et al., 1983, 
Karmali et al., 2010, O'Brien et al., 1983, Karmali, 1989). Dans la majorité des cas, les 
patients guérissent, mais pour 10% d’entre eux des complications apparaissent tels que le 
SHU ou le PTT et dans de très rares cas, un rétrécissement de l’intestin (Tarr et al., 2005). 
 
II.2.2. Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) 
 
Le SHU a été décrit pour la première fois en 1955 mais le lien entre le SHU et 
l’infection par des STEC n’a été établi qu’en 1983 par Karmali et al. (Karmali et al., 1983, 
Karmali, 1989). Le SHU se traduit par trois symptômes caractéristiques : une anémie 
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hémolytique (taux d'hémoglobine réduit), une thrombocytopénie (diminution des plaquettes) 
et une insuffisance rénale aiguë (Tarr et al., 2005, Karmali et al., 2010). Le SHU touche plus 
particulièrement les jeunes enfants et se déclenche seulement quelques jours après l’apparition 
d’une diarrhée prodromique aiguë. Suite au développement d’un SHU durant l’enfance, des 
séquelles peuvent être encore présentes. A long terme, elles concernent surtout des atteintes 
de la fonction rénale. Lors d’une épidémie en 1993, la majorité des personnes ayant survécu 
ont retrouvé une fonction rénale normale au bout de cinq ans. Les séquelles à long terme sont 
généralement associées au degré de sévérité du SHU et du temps de prise en charge pour une 
première dialyse (Tarr et al., 2005).  
 
II.2.3. Le purpura thrombolique et thrombocytopénique (PTT) 
 
Le PTT, découvert en 1924, est un dérivé du SHU et touche principalement les adultes 
(Karmali, 1989). Tout comme le SHU, il se traduit par une anémie hémolytique, une 
thrombocytopénie et une insuffisance rénale aiguë mais à la différence du SHU, ces 
symptômes sont accompagnés de fièvre et de troubles neurologiques. Dans 75% des cas, les 
patients atteints de PTT sont décédés au bout de 90 jours, quant aux autres, ils gardent de 
graves séquelles. Le lien entre le PTT et une infection par des STEC a été mis en évidence par 
Kovacs et al. en 1990 (Kovacs et al., 1990). 
 
II.3. Les épidémies et les moyens de lutte  
II.3.1. Les épidémies associées au STEC 
 
Depuis 2002, l’Anses a recensé en France plusieurs épidémies et cas groupés 
d’infection dus à des EHEC à l’origine de SHU, impliquant les sérotypes majeurs O157:H7 et 
O26:H11 mais aussi d’autres sérotypes moins fréquents (Tableau 2) (Anses, 2012b). Les 
aliments incriminés étaient majoritairement du fromage au lait cru et de la viande de bœuf.  
Lors de l’épidémie de 2005, des camemberts au lait cru contaminés par des STEC O26:H11 
ont entraîné 16 cas de SHU. Bien que la totalité des personnes ayant été infectées ont 
développé un SHU, cette épidémie n’a entrainé aucun décès. Les résultats microbiologiques 
ont montré que la souche possèdait les gènes stx2 et eae (Espie et al., 2006b). Cette souche a 
été nommé 21765 et a été très récemment entièrement séquencée par une équipe française 
(Galia et al., 2015). 
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En 2011, une épidémie, causée par la consommation de graines germées de fenugrec 
contaminées par des STEC, a eu lieu en Allemagne et en France. Cette épidémie, qui 
n’impliquait pas un sérotype du « top five », était due au sérotype O104:H4 (Frank et al., 
2011, Gault et al., 2011). Lors de cette épidémie, 3816 cas humains ont été recensés en 
Allemagne dont 845 cas de SHU et 54 décès. La France, quant à elle, n’a connu que 15 cas 
humains dont 9 SHU (Anses, 2012a, Hauser et al., 2013, Anses, 2015). Les résultats 
microbiologiques ont montré que les souches incriminées possédaient les gènes stx2 (et plus 
particulièrement le variant stx2a) et eae. De plus, le séquençage du génome complet de la 
souche épidémique a montré qu’il s’agissait d’une EAEC ayant acquis un phage Stx et son 
gène stx codant la Shiga-toxine (Bielaszewska et al., 2011). 
 
Tableau 2. Epidémies et cas groupés d'infections dues aux EHEC recensés en France 
entre 2002 et 2013 
(Selon les rapports de l’Anses 2012 et de l’InVs 2013) 
Année Sérotype EHEC 
impliqués 
Nombre total de 
malade 
(nombre de SHU) 
Aliment incriminé Référence 
2002 O148:H8 11 (2) Viande de mouton 
(Espie et al., 
2006a) 
2004 O157:H7 3 (2) 
Fromage au lait cru de 
chèvre 
(Espie et al., 
2006c) 
2005 O157:H7 69 (17) 
Viande hachée de bœuf 
congelée 
(King et al., 
2009) 
2005 O26:H11/O80:H2 16 (16) Camembert 
(Espie et al., 
2006b) 
2009 O123:H- 2 (1) Hamburger 
(King et al., 
2010) 
2011 O104:H4 15 (9) Germes de fenugrec 






Viande hachée de bœuf 
congelée 
(King et al., 
2012b) 
2012 O157:H7 6 (4) 
Viande hachée de bœuf 
fraiche 
(Barret et al., 
2013) 
2013 O157:H7 8 (5) Fromage au lait cru (InVS, 2013) 
 
 
En 2013, d’autres cas groupés d’infection à EHEC ont été recensés en France par 
l’institut de veille sanitaire (InVS). Sept foyers familiaux à EHEC ont été identifiés par le 
système de surveillance et comprenaient au total neuf cas de SHU (InVS, 2013). Parmi ces 
sept foyers, cinq d’entre eux comprenaient un enfant atteint de SHU dont un dû à un EHEC 
O157, deux dus à un EHEC O26, un dû à un EHEC O121 et un autre pour lequel le 
sérogroupe n’a pas pu être identifié. Les deux autres foyers comprenaient chacun deux enfants 
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atteints de SHU dû à un EHEC O121 et à un EHEC dont le sérogroupe n’a pas pu être 
identifié (InVS, 2013). 
 
Les autres pays ne sont pas épargnés par ces problèmes. Des épidémies suites à des 
infections par des STEC du sérotype O26:H11 ont été recensées aux Etats-Unis ainsi que dans 
plusieurs pays d’Europe mais aussi en Amérique du Sud, en Asie et en Australie 
(Bielaszewska et al., 2013).  
 
II.3.2. Surveillance des SHU en France 
 
En France, une surveillance des SHU a été effectuée entre 1996 et 2013 chez les 
enfants de moins de 15 ans. Depuis 1996, l’incidence annuelle moyenne des SHU est de 
0,8/105 enfants de moins de 15 ans (Tableau 3). En 2013, 152 cas de SHU ont été identifiés 
dont 32% des cas concernaient le sérogroupe O157 et 14% le sérogroupe O26. De plus, en 
2013, 98% des souches EHEC isolées d’enfants possédaient le gène stx2 associé ou non avec 
le gène stx1. Pour finir, depuis le début des années 2000, l’institut de veille sanitaire (InVS) a 
pu observer une part croissante significative des cas de SHU identifiés en France attribuables 
aux sérogroupes non-O157, cette part était de 28% entre 1996 et 2004 puis de 54% entre 2005 
et 2013 dont 11% concernent le sérogroupe O26 pour la période 1996-2013(InVS, 2013).  
 
Tableau 3. Incidence annuelle des SHU par 100 000 enfants de moins de 15 ans en 









Il existe plusieurs traitements basés sur une approche multi-cible utilisés lors d’une 
infection par des EHEC dans les cas de SHU (Goldwater & Bettelheim, 2012). Ces 
traitements consistent à utiliser des agents antiplaquettaires et thrombolytiques, des 
inhibiteurs de thrombine et plus sélectivement, des antimicrobiens, des probiotiques, des 
neutralisateurs de toxines et des anticorps dirigés contre des éléments clés de la voie 
pathogénique afin d’interrompre le processus pathologique (Goldwater & Bettelheim, 2012).  
L’utilisation des antibiotiques est contre-indiquée puisqu’ils augmenteraient 
potentiellement le développement de complications comme le SHU. Une étude a été effectuée 
sur 71 enfants de moins de dix ans atteints de diarrhée causée par E. coli O157:H7. Elle 
confirme que l’utilisation d’antibiotique augmente le risque de développement de SHU 
(Wong et al., 2000). En effet, l’utilisation des antibiotiques est responsable de l’induction de 
l’expression des Shiga-toxines (Stx). De ce fait, il existe très peu de thérapies qui détruiraient 
les STEC sans induire la production des Stx (Melton-Celsa & O'Brien, 2014). 
Une étude menée en 2014 par Melton-Celsa & O’Brien, montre que de nouvelles thérapies 
potentielles, d’abord testées in vitro, seraient efficaces chez les animaux. Ces thérapies sont 
basées sur des anticorps monoclonaux dirigés contre les Stx de type 1 et 2 (Stx1 et Stx2) 
(Melton-Celsa & O'Brien, 2014). Melton-Celsa et al. ont très récemment décrit l’efficacité de 
ces anticorps monoclonaux, nommés calphaStx1 et calphaStx2, chez la souris, (Melton-Celsa 
et al., 2015). En effet, des souris, inoculées avec une dose létale de Stx1, étaient protégées de 
l’intoxication grâce à l’injection de l’anticorps calphaStx1. Cet anticorps a été efficace une 
heure avant et une heure après l’injection de la toxine. Cependant, l’association des deux 
anticorps est nécessaire pour protéger les souris de la présence combinée de Stx1 et Stx2. 
Cette stratégie thérapeutique pourrait être utilisée de façon préventive ou comme premier 
traitement dans le cas d’un développement de SHU (Melton-Celsa et al., 2015) et 
représenterait une avancée considérable de la lutte contre les STEC.  
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III. Facteurs de virulence des STEC 
III.1. Les Shiga-toxines 
 
Les Shiga-toxines sont considérées comme le principal facteur de virulence des STEC. 
Elles sont codées par les gènes stx présents au sein du génome des bactériophages Stx (ou 
phages Stx) (Smith et al., 1983, Schmidt, 2001, O'Brien et al., 1984). 
 
III.1.1. Types et variants du gène stx 
 
Il existe deux grands types de Shiga-toxines, les Shiga-toxines de type 1 (Stx1) et les 
Shiga-toxines de type 2 (Stx2). Les gènes stx1 et stx2 sont eux même décomposés en 
plusieurs variants. Il existe trois variants du gène stx1 (stx1a, stx1c et stx1d), et sept variants 
pour le gène stx2 (stx2a, stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f et stx2g) (Scheutz et al., 2012). Les toxines 
Stx1 et Stx2 possèdent respectivement 99% et 56% d’identité avec la toxine Stx de Shigella 
dysenteria. De ce fait, Stx1 est neutralisable par les anticorps Anti-Stx de Shigella dysenteriae 
ce qui n’est pas le cas de Stx2 (Strockbine et al., 1986). Les STEC peuvent contenir un seul 
ou les deux types de gènes, stx1 et/ou stx2. Ils peuvent aussi posséder deux gènes du même 
type mais dans ce cas, il s’agit de deux variants différents. Enfin, il a été démontré que Stx2 
est plus fréquemment associée aux cas graves que Stx1 (Boerlin et al., 1999) et plus 
particulièrement les variants stx2a et stx2c. La forte association du variant stx2a à des cas de 
SHU a été soulignée lors de l’épidémie de 2011 en Allemagne (Frank et al., 2011, Melton-
Celsa, 2014). 
III.1.2. Description structurale de la toxine 
 
Les Shiga-toxines sont codées par un opéron de 1230 pb. Cet opéron est constitué de 
deux gènes, le gène stxA codant une sous-unité A et le gène stxB codant cinq sous-unités B. 
La sous-unité A (32 kDa) constitue le domaine catalytique. Elle est composée de deux parties, 
la sous-unité A1 contenant le site actif et le peptide A2 relié d’une part à la sous-unité A1 par 
un pont disulfure, et d’autre part, au pentamère de sous-unités B. Le pentamère de sous-unités 
B (7,7 kDa par monomère) constitue le domaine de liaison aux cellules endothéliales 
humaines. La protéine complète forme un hétérohexamère de 70 kDa (Figure 6) (Gyles, 2007, 
Melton-Celsa, 2014).  
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Figure 6. Structure de la Shiga-toxine 
Le pentamère de sous-unité B est représenté en orange. Le peptide A2 est en bleu. La majorité de la sous-unité 
A1 est représentée en vert tandis que la région d’interaction de la sous-unité A1 avec le ribosome (cible de la 
toxine) est en violet. Le site actif est représenté en bleu ciel mais le résidu actif (position 167) est en rouge. 
(Melton-Celsa, 2014) 
 
III.1.3. Mécanisme d’action 
 
La toxine Stx n’étant pas préformée dans l’aliment, les STEC ingérés doivent tout 
d’abord coloniser l’épithélium intestinal par l’intermédiaire des lésions A/E (voir III.2.1).  
Une fois cette liaison effectuée, la bactérie va produire la toxine Stx, qui va traverser la 
barrière intestinale et se retrouver dans la circulation sanguine pour atteindre les cellules 
endothéliales vasculaires de certains tissus (rein, côlon, cerveau).  
La toxine Stx, par le biais des sous-unités B, se fixe au récepteur Gb3 présent à la 
surface des cellules endothéliales. Elle est ensuite internalisée dans la cellule par endocytose 
et transportée de manière rétrograde à travers l’appareil de Golgi et le réticulum 
endoplasmique. La sous-unité A est ensuite scindée en deux sous-unités A1 et A2, la sous-
unité A1 subie une translocation dans le cytoplasme puis va exercer son activité N-
glycosidase sur l’adénosine 2348 de l’ARN ribosomal 28S entrainant le blocage de la sous-
unité 60S du ribosome. Il en résulte l’arrêt de la synthèse protéique puis la mort cellulaire par 
apoptose ou nécrose (Croxen et al., 2013).  
 
III.1.4. Différences entre Stx1a et Stx2a 
 
D’après la revue de Melton-Celsa, il existe des différences entre les toxines Stx1a et 
Stx2a. En effet, l’analyse de la composition en acides aminés (aa) permet de différencier ces 
deux toxines : la sous-unité A de Stx1a est composée de 293 aa contre 297 aa pour celle de 
Stx2a. Une différence peut également être observée au niveau de la sous-unité B puisqu’elle 
est composée de 69 aa pour Stx1a contre 71 aa pour Stx2a (Melton-Celsa, 2014). Une 
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différence a également été observée en termes de toxicité. Lors de tests effectués dans les 
cellules Vero (lignée utilisée pour les cultures cellulaires), il a été constaté que Stx1a était dix 
fois plus cytotoxique que Stx2a. En revanche, l’inverse a été observé chez les souris, où Stx2a 
est 100 fois plus cytotoxique que Stx1a. De plus, des tests sur des cellules endothéliales 
microvasculaires rénales humaines ont montré que ces cellules étaient 1000 fois plus sensibles 
à Stx2a qu’à Stx1a (Melton-Celsa, 2014). Cette différence de toxicité serait liée aux sous-
unités B qui sont particulièrement importantes pour l’acheminement de la toxine dans le 
tractus gastro-intestinal (Russo et al., 2014).  
 
III.2. Les autres facteurs de virulence 
III.2.1. Le locus d’effacement des entérocytes 
 
L’habilité des E. coli à susciter un effet histopathologique sur les cellules épithéliales 
intestinales est désignée par le terme « lésions d’attachement et d’effacement » (A/E) (Moon 
et al., 1983). Les gènes responsables des lésions A/E sont regroupés au sein d’un îlot de 
pathogénicité chromosomique de 35kb nommé par le locus d’effacement des entérocytes 
(LEE), très conservé chez les entérobactéries pathogènes notamment les EHEC O157:H7 et 
O26:H11 (McDaniel et al., 1995, Stevens & Frankel, 2014). En revanche, le faible 
pourcentage en GC (38%) du LEE semble indiquer un transfert latéral de gènes d’une espèce 
de parenté éloignée (Jores et al., 2004). De plus, l’analyse des régions flanquantes du LEE 
montre qu’il peut y avoir des différences de part et d’autre du LEE selon le sérotype de la 
bactérie EHEC. La souche EDL933 (EHEC O157:H7) possède, en amont du LEE, un 
prophage de type P4 alors que, chez une souche O26:NM, il s’agit d’un ilot de pathogénicité, 
OI-122. Cet ilot de pathogénicité (OI-122) est aussi présent dans la souche de sérotype 
O103:H2 mais avec des séquences et des gènes supplémentaires augmentant la taille totale du 
LEE à 111kb (Jores et al., 2004). Enfin, le LEE est généralement intégré dans des loci 
correspondant à des ARN de transfert (ARNt) tels que selC, pheU et pheV (Stevens & 
Frankel, 2014).  
Le LEE est décomposé en cinq opérons polycistroniques nommés LEE1 à LEE5 (Figure 7) 
(Jores et al., 2004, Stevens & Frankel, 2014). Les régions LEE1 à LEE3 contiennent les gènes 
esc et esp codant la majorité de l’appareil de sécrétion de type III impliqué dans l’export de 
molécules effectrices.  
La région LEE4 contient les gènes espA, espB et espD codant les protéines EspA, EspB et 
EspD impliquées dans la formation du composé de translocation (ou « seringue ») des 
effecteurs.  
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La protéine EspA est la plus importante du système de sécrétion de type III, elle forme un 
filament ressemblant à un flagelle permettant d’effectuer le transfert des effecteurs entre la 
bactérie et la cellule hôte (Figure 8) (Stevens & Frankel, 2014, Pallen et al., 2005).  
Enfin, la région LEE5 contient le gène eae, codant l’intimine impliquée dans la fixation aux 
protéines membranaires externes, et le gène tir codant la protéine Tir pour « translocated 
intimin receptor » servant de récepteur de l’intimine. La protéine Tir est requise dans 
l’activation du rassemblement des filaments d’actine et dans la réquisition des protéines du 
cytosquelette au site d’adhésion de la bactérie pour la formation du piédestal (Stevens & 
Frankel, 2014). Il existe au moins 19 types de gène eae dont quatre distincts nommés Intimine 
α, β, γ et ε (Oswald et al., 2000). De plus, il a été démontré qu’il y avait une association entre 
le sérogroupe des souches d’E. coli et un type d’intimine. En effet, l’intimine α est 
généralement retrouvé dans les EPEC tandis que les intimines γ et ε sont plutôt associées aux 
EHEC : l’intimine γ est produite par les EHEC des sérogroupes O157 (γ1), O111 (γ2/σ) et 
O145 (γ1) et l’intimine ε par les EHEC O103 et O121. L’intimine β est, quant à elle, 
retrouvée dans les EHEC et les EPEC, parmi lesquels le sérogroupe le plus important 
produisant cette intimine, O26 (Caprioli et al., 2005, Oswald et al., 2000). 
 
Figure 7. Organisation génétique du LEE chez E. coli O157:H7 
Les cadres ouverts de lecture (ORF ou « open reading frame ») sont caractérisés par des flèches larges et les 5 
opérons polycistroniques (LEE1 à 5) sont représentés par des flèches fines. Les flèches blanches correspondent à 
des ORF dont la fonction est inconnue et sont désignées par l’appellation « Orf » ou « rOrf » selon la direction 
de transcription relative au gène eae (adaptée de Stevens & Frankel, 2014).  
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Figure 8. Représentation schématique du système de sécrétion de type III 





L’analyse du génome complet de la souche EDL933 (EHEC O157:H7) a montré que 
20% du chromosome était constitué d’ADN étranger, absent de la souche de laboratoire E. 
coli K-12 suggérant donc l’acquisition de ces régions par transfert horizontal (Caprioli et al., 
2005). De plus, ces régions ne sont pas restreintes au sérogroupe O157 puisqu’elles peuvent 
être retrouvées aussi dans d’autres sérogroupes d’EHEC. L’îlot génomique OI-122 est un 
exemple parfait, car il est présent dans la majorité des EHEC et des EPEC mais absent dans 
les autres groupes d’E. coli (Caprioli et al., 2005). Cet îlot de pathogénicité, d’une taille de 23 
kb, est constitué de trois modules séparés par des éléments génétiques mobiles (Figure 9) 
(Konczy et al., 2008, Ju et al., 2013). Le module 1 contient le gène Z4321 qui possède 46% 
de similarité avec le gène pagC (« phoPI-activated gene C ») de chez Salmonella enterica 
sérovar Typhimurium. Le module 2 contient le gène Z4326 (sen) codant une protéine 
possédant 39% de similarité avec une entérotoxine de Shigella et deux gènes, Z4328 et Z4329, 
codant des protéines qui présentent 89 et 86% de similarité avec des effecteurs non codés par 
le LEE (Nle), NleB et NleE respectivement. Enfin, le module 3 contient les gènes Z4332 et 
Z4333 codant des facteurs d’adhérence (Efa) des EHEC, Efa1 et Efa2, impliqués dans 
l’adhésion aux cellules épithéliales et l’inhibition de la prolifération des lymphocytes du sang 
périphérique (Konczy et al., 2008, Ju et al., 2013). 
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Figure 9. Représentation schématique de l'ilot de pathogénicité OI-122 
ISA (en vert), séquence d’insertion associée à des éléments séparant les trois modules (adaptée de Konczy et al. 
2008). 
 
Deux ilots de pathogénicité dupliqués, OI-43 et OI-48 (contracté en OI-43/48) ont été 
détectés dans la souche EDL933 (Ju et al., 2013). Les gènes de OI-43/48 sont divisés en trois 
régions. La première région contient un cluster de sept gènes ureDABCEFG codant une 
uréase et des protéines accessoires impliquées dans l’hydrolyse de l’urée en ammonium et en 
CO2. La seconde région est composée de gènes de résistance au tellurite, terZABCDEF. 
Enfin, la dernière région contient des gènes d’adhésion (présumés) tels que iha (« iron 
regulated gene A ») et aidA-1 (codant un autotransporteur de l’adhésine impliqué dans 
l’adhésion diffuse) (Ju et al., 2013). 
Pour finir, un autre ilot de pathogénicité a été mis en évidence dans la souche 
EDL933, il s’agit du OI-57, présent plus généralement dans les STEC des séropathotypes A et 
B mais absent dans les séropathotypes C, D et E. Il est impliqué dans la colonisation de la 
muqueuse intestinale par A/E (Ju et al., 2013, Imamovic et al., 2010b). Cet OI-57 contient des 
gènes Nle tels que nleG2-3, nleG6-2 et nleG5-2 (Ju et al., 2013) mais aussi des gènes comme 
Z2098 et Z2099 qui sont considérés comme spécifiques aux EHEC et leurs souches dérivées 
stx-négatives (Delannoy et al., 2013b). Pour finir, OI-57 possède deux autres gènes 
responsables du déclenchement de cas graves de maladie chez l’Homme, il s’agit du gène 
adfO codant un facteur qui renforce l’adhésion des STEC aux cellules et le gène ckf un facteur 
putatif de lyse de la cellule bactérienne (Imamovic et al., 2010b). 
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Chapitre 2. Les bactériophages codant les Shiga-toxines 
I. Caractéristiques des phages Stx 
I.1. Généralités sur les phages 
I.1.1. Historique 
 
Les phages ou bactériophages sont des virus de procaryotes, que l’on retrouve aussi 
dans les eubactéries et les archées. Les phages font partis d’un groupe très diversifié : le 
nombre d’espèces de phage connues augmente chaque année et se compte désormais en 
millions (Ackermann, 2007). Le premier recensement de phage, daté de 1967, a permis d’en 
dénombrer 210. Entre les années 1995 et 2000, ce nombre passa de 4551 à 5136 phages. 
(Ackermann, 2007). De par leur nature, les phages sont présents dans tous les milieux dans 
lesquels des bactéries ont été identifiées. Ils ont ainsi pu être identifiés dans les océans, les 
sols, les plantes et les animaux (Lopes et al., 2014).  
 
I.1.2. Classification et morphologie des phages 
 
Il n’existe pas de méthode universelle pour la classification des phages. La première 
d’entre elles a été proposée par Ernst Ruska en 1943 et se base sur une classification classique 
des virus. En 1962, Lwoff, Horne et Tournier ont proposé de classer les phages selon leur 
type d’acide nucléique (ADN ou ARN), la forme de leur tête, la présence/absence 
d’enveloppe et le nombre de capsomères (protéines qui protègent les acides nucléiques du 
phage) (Figure 10) (Ackermann, 2009). D’après une étude de Ackermann, quatre types de 
morphologie de phage ont été déterminées, les phages possédant une queue, les polyédriques, 
les filamenteux et les polymorphes (Figure 10) (Ackermann, 2007). Néanmoins, 96% des 
phages appartiennent au groupe de ceux qui possèdent une queue, correspondant à l’ordre des 
Caudovirales. Cet ordre est divisé en trois familles en fonction de la morphologie de la queue 
des phages : les Siphoviridae ont une queue longue et non contractile (majorité des phages 
soit 61%), les Myoviridae ont une queue longue et contractile (24,5%), alors que les 
Podoviridae ont une queue courte (14%). Les phages présentant une autre morphologie 
représentent seulement 3 à 4% de l’ensemble des phages. Pour finir, 14,5% des phages avec 
une queue, possèdent une tête allongée et ont été qualifiés de « prolates ». Ces types de 
phages sont assez fréquents notamment chez les entérobactéries (20%) (Ackermann, 2007). 
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Figure 10. Morphotypes des bactériophages 
dsDNA et dsRNA, ADN ou ARN double brin ou « double-stranded » ; ssDNA et ssRNA, ADN ou ARN simple 
brin ou « single-stranded ». Les quatre types de morphologies de phages sont représentés par des encadrés en 
pointillés de couleur, en rouge : les caudovirales ; en bleu : les polyédriques ; en vert : les filamenteux ; et en 
orange : les polymorphes.*, phages en attente de classement  
(Adaptée de Ackermann 2007) 
 
Un autre système de classement des phages a été proposé dans une étude plus récente. 
Cette classification est basée sur les protéines impliquées dans la connexion entre la tête et la 
queue des phages, formant le « cou » du phage (Lopes et al., 2014). Cette étude, réalisée en 
particulier sur l’ordre des Caudovirales, montre que les phages peuvent être classés en quatre 
types correspondant à quatre architectures du cou. Le type 1, le plus abondant, est composé 
par des phages appartenant à deux familles, les Siphoviridae et les Myoviridae, qui possèdent 
les protéines de structure du cou Ad1, Hc1 et Tc1. Le type 1 est composé de dix clusters 
caractérisés par des combinaisons différentes entre les protéines de tête, de cou et de queue. 
Le type 2 ne comprend que des phages de la famille Myoviridae qui possèdent les protéines 
Ad2, Hc2 et Tc2. Les types 3 et 4 regroupent les phages de la famille des Podoviridae qui 
possèdent les protéines Ad3 et Hc3 pour le type 3 et Ad4 pour le type 4 (Lopes et al., 2014). 
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I.2. Présentation des phages Stx 
I.2.1. Historique et morphologie des phages Stx 
 
Les phages Stx ont été mis en évidence et décrits dans la littérature à partir de 1983 
dans des souches d’E. coli de sérotypes O26:H11 (souche H19, phage H-19B) et O157:H7 
(souche EDL933, phage 933W) (Smith et al., 1983, Herold et al., 2004, O'Brien et al., 1984). 
Ils appartiennent au groupe des lambdoïdes (Smith et al., 2012) dont le chef de file, le phage λ 
(lambda), mis en évidence pour la première fois en 1951 par Esther Lederberg, est le phage le 
plus connu et le plus étudié dans la littérature (Casjens & Hendrix, 2015). 
Les phages Stx sont composés d’un ADN double brin et appartiennent aux familles 
des Siphoviridae, des Myoviridae et des Podoviridae (Smith et al., 2012, Schmidt, 2001, 
Huang et al., 1987). Le phage Stx1 issu de la souche H19 possède une tête hexagonale 
allongée tandis que la tête du phage Stx2 (933W), issu de la souche EDL933, est régulière. 
Enfin, ces deux phages possèdent une queue non contractile et flexible pouvant mesurer 27 à 
170 nm (Schmidt, 2001). Plus récemment, des études ont montré qu’il existe plusieurs types 
de phage Stx2 possédant des différences aussi bien du point de vue génétique que 
morphologique (Muniesa et al., 2003, Muniesa et al., 2004b, Garcia-Aljaro et al., 2009). 
En effet, certains phages Stx2 peuvent avoir une tête hexagonale régulière, d’environ 
60nm de diamètre (Figure 11-A), alors que d’autres peuvent posséder une tête allongée (à 
l’instar du phage Stx1 issu de la souche H19) d’environ 45 x 90 nm (Figure 11-B) (Muniesa 
et al., 2003, Muniesa et al., 2004b). 
 
 
Figure 11. Morphologie de deux types de phages Stx2 observés par MET 
MET : Microscopie électronique à transmission ; A : Phage SC370; B: phage LC159; la barre horizontale 
représente 100 nm (Muniesa et al., 2003). 
  
Etude bibliographique – Chapitre 2 
48 
I.2.2. Cycles lytique et lysogénique 
 
Le phage Stx, comme le phage λ, est un bactériophage dit tempéré puisqu’il est 
capable d’effectuer aussi bien le cycle lysogénique que le cycle lytique. Lors du cycle 
lysogénique, le phage a la capacité d’intégrer son génome dans le chromosome bactérien sous 
la forme d’un prophage et de persister au cours des divisions cellulaires de la bactérie (Figure 
12). Lors du cycle lytique, le phage utilise la machinerie cellulaire pour se multiplier et 
former de nouvelles particules qui seront libérées de la bactérie par lyse de la membrane 
bactérienne (Figure 12) (Canchaya et al., 2003, Lwoff, 1953). 
 
 
Figure 12. Schéma du cycle lytique et lysogénique des phages 
 
 
I.2.3. Récepteurs des phages sur la bactérie 
 
Des études ont montré que les phages Stx interagissent avec au moins trois récepteurs 
à la surface des bactéries, FadL, LamB et YaeT. Parmi ces récepteurs, les protéines LamB et 
FadL ont initialement été décrites comme récepteurs du phage λ et du phage T2 (Smith et al., 
2007a, Watarai et al., 1998). 
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L’étude de Watarai et al. (1998) a mis en évidence que les deux phages Stx2 (Stx2Φ-I 
et Stx2Φ-II), issus d’une souche de STEC O157:H7 responsable d’une épidémie au Japon en 
1996, n’utilisaient pas le même récepteur membranaire chez la bactérie hôte E. coli C600. Le 
phage Stx2Φ-I s’est révélé être similaire au phage 933W issu de la souche EDL933 
(Strockbine et al., 1986) tandis que le phage Stx2Φ-II n’avait pas d’équivalent déjà connu 
(Watarai et al., 1998). Les tests d’infection de la souche E. coli C600 par ces deux phages ont 
montré que le phage Stx2Φ-I se lie essentiellement à la protéine FadL tandis que le phage 
Stx2Φ-II a la possibilité de se lier à LamB et FadL (Watarai et al., 1998).  
L’étude de Smith et al. (2007) a montré que la protéine YaeT est impliquée dans la 
reconnaissance des phages Stx à queue courte (tels que les Podoviridae) à la surface des 
bactéries (Smith et al., 2007a). Le gène codant la protéine YaeT est un gène essentiel chez E. 
coli (Gerdes et al., 2003). Cette observation a aussi été confirmée par une étude d’Islam et al. 
(2012), dans laquelle un phage Stx2 (Sp5), issu de la souche Sakai (O157:H7), utilise la 
protéine YaeT pour se lier aux cellules bactériennes. En revanche, ce phage n’est pas capable 
de reconnaître les protéines LamB et FadL (Islam et al., 2012). Enfin, les phages Stx dotés 
d’une queue longue, tels que le phage H19-B de la famille des Siphoviridae et les Myoviridae, 
reconnaîtraient d’autres molécules de surface (Smith et al., 2007a). Une des candidates serait 
la protéine OmpC connue pour être un récepteur pour des phages de Shigella et de Salmonella 
(Marti et al., 2013, Parent et al., 2014, Smith et al., 2007a).  
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I.3. Description génomique des phages Stx 
I.3.1. Structure du génome 
 
Le génome des phages Stx a été caractérisé dans les années 80. L’organisation 
génomique du phage Stx est similaire à celle du phage λ (Smith et al., 2012). En revanche, il a 
été démontré que la taille des génomes des phages Stx issus de STEC des sérogroupes O26 et 
O157 était comprise entre 47 kb et 70 kb (Schmidt, 2001) suggérant donc des variations par 
rapport au génome du phage λ (48,5 kb).  
Le génome d’un phage lambdoïde (tel que le phage λ et les phages Stx) est organisé en 
opérons ou groupes de gènes pour lesquels la transcription ne s’effectue pas simultanément. 
Ces gènes sont nommés précoces et tardifs selon le moment où ils sont transcrits. Parmi les 
gènes précoces, les gènes codant les protéines N et Cro sont les premiers à être transcrits. La 
protéine Cro joue un rôle dans l’entrée en cycle lytique. La protéine N, quant à elle, est un 
anti-terminateur de transcription. Elle se fixe aux promoteurs pL et pR et permet ainsi de 
continuer la transcription des gènes précoces. Les autres gènes précoces codent les protéines 
impliquées dans la réplication (O et P) et dans la recombinaison du phage (telles que Int, Xis, 
Exo, Bet et Gam) ainsi que la protéine Q et les protéines cII et cIII. La protéine Q est 
également un anti-terminateur de transcription. Elle se fixe au promoteur pR’ permettant la 
transcription des gènes tardifs. Ces gènes codent les protéines impliquées dans la lyse 
cellulaire (R et S). Les gènes tardifs codent aussi des protéines impliquées dans la 
morphogénèse de nouvelles particules de phage comme les protéines A, B, C, D, E et F 
formant la tête et G, H, I, J, K, L, M, T, U, V et Z formant la queue (Figure 13) (Casjens & 
Hendrix, 2015). Parmi les gènes de lyse cellulaire, le gène R code une endolysine responsable 
de la dégradation du peptidoglycane de la paroi cellulaire. Le gène S, quant à lui, code une 
petite protéine membranaire nommée « holin » qui crée des lésions non-spécifiques de la 
membrane cytoplasmique permettant ainsi à l’endolysine de dégrader le peptidoglycane (Blasi 
& Young, 1996). 
Enfin, l’entrée en cycle lytique ou lysogénique est contrôlée par les protéines Cro et cI. 
La protéine Cro permet l’entrée en cycle lytique alors que la protéine cI joue un rôle dans le 
maintien du cycle lysogénique. La transcription de cI est initiée grâce aux protéines cII et cIII. 
Le maintien du cycle lysogénique ou l’entrée en cycle lytique résulte d’une compétition entre 
les protéines Cro et cI ainsi que d’une cascade complexe de régulation (Figure 13) (Casjens & 
Hendrix, 2015). 
A la différence du phage λ, les phages Stx possèdent les gènes stx qui ont été mis en évidence 
en aval du promoteur pR’ (à une distance d’environ 1 kb) et plus précisement en aval des 
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Figure 13. Schéma de l'organisation génétique des phages λ et Stx 
Les génomes des phages sont représentés dans leur forme intégrée (prophage) dans le chromosome bactérien (en 
noir) entourés des sites jonctions attL et attR (en vert). (A) phage λ, (B) phage Stx1, (C) phage Stx2. Le phage 
Stx2 possède trois gènes codant pour des ARN de transfert (ARNt) : ileZ, argN et argO (hachures rouges). 
 
La comparaison des génomes de deux phages Stx (933W et H19B) à celui du phage λ 
a révélé que certains gènes situés en amont du promoteur pR’ étaient homologues tandis que 
les gènes tardifs et la terminase sont différents de λ (Schmidt, 2001). De plus, trois gènes 
codant des ARN de transfert (ARNt), ileZ, argN et argO, ont été mis en évidence en amont du 
gène stx mais seulement dans les phages Stx2 (Plunkett et al., 1999, Schmidt, 2001). Enfin, 
deux gènes, lom et bor, présents chez le phage λ ont été aussi identifiés dans des phages issus 
de STEC O157:H7. Le gène bor est impliqué dans la résistance au sérum alors que le gène 
lom code une protéine de la membrane externe qui permet d’améliorer la capacité de la 
bactérie à survivre dans les macrophages (Schmidt, 2001). Ce gène lom a aussi été retrouvé 
dans des phages Stx issus de STEC de sérogroupes non-O157 et est considéré comme un gène 
de virulence (Figure 14) (Ogura et al., 2009). 
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Une autre étude ayant pour objectif de comparer plusieurs génomes de phage Stx 
connus a permis de mettre en évidence que les séquences des 11 phages Stx étudiés sont 
toutes différentes. Parmi eux, le génome du phage P27 est celui qui présente le moins de 
similarité avec celui des autres phages. Cette particularité résulte d’une recombinaison entre 
un phage lambdoïde et un phage non-lambdoïde (Smith et al., 2012, Recktenwald & Schmidt, 
2002).  
Une étude portant sur l’analyse des gènes de 70 phages Stx a montré une grande 
variabilité de séquence entre certains gènes ou au contraire de grande similarité (Smith et al., 
2007b). Les similarités concernent le gène int généralement proche de celui des phages 933W 
et Φ24B, ainsi que les gènes de régulation, cIII, cII et Q, qui sont relativement bien conservés. 
En revanche, les gènes cro et cI présentent une très forte hétérogénéité, quatre variants du 
gène cro (cro 1, 3, 8 et 9) et six du gène cI (cI 1b, 2a, 2b, 2d, 3 et 4) ont été identifiés parmi 
les 70 phages. Enfin, parmi les gènes de structure des phages analysés, le gène codant la 
protéine localisée à la fin de la queue du phage, impliquée dans la reconnaissance des 
protéines de surface bactérienne, est hautement conservé au sein de chaque famille 
morphologique (Smith et al., 2007b).  
Des phages Stx provenant de différents sérogroupes de STEC (O157, O26, O111 et 
O103) ont aussi été comparés. Ces études ont montré qu’il y avait une grande divergence dans 
l’organisation génomique des phages Stx provenant de sérogroupe de STEC différents (Figure 
14) (Ogura et al., 2009, Unkmeir & Schmidt, 2000).  
  
 
Figure 14. Organisation des gènes de phages Stx1 et Stx2 provenant de STEC de 
sérogroupes différents 
IRR : Opéron ileZ-argN-argO (adaptée de Ogura et al. 2009) 
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La présence de séquence d’insertion (IS) comme IS629, a été observée dans certains 
phages, en particulier dans des phages de STEC de sérotype O157:H7 (Stanton et al., 2014, 
Matsutani & Ohtsubo, 1990). L’intégration de ces IS entraine typiquement des inactivations 
de gènes, des délétions dans des régions flanquantes du chromosome et des réarrangements 
génomiques (Stanton et al., 2014). Par exemple, l’IS1203, identifiée chez plusieurs STEC 
O157:H7, a été localisée dans la région amino-terminale de la sous unité B de la Shiga-toxine, 
ayant donc pour effet l’inactivation du gène stx2 (Kusumoto et al., 1999). 
 
I.3.2. Système d’intégration spécifique de site 
 
L’ADN des phages Stx est intégré dans le chromosome bactérien par une 
recombinaison spécifique de site (de type « crossing-over »). Cette recombinaison s’effectue 
entre le site attB de la bactérie et le site attP présent sur le génome du phage. L’intégrase (Int) 
codée par le phage reconnait deux séquences distinctes dans les sites d’attachement (De Greve 
et al., 2002) (Figure 15). Le site attB contient deux sites de fixation pour la protéine Int, 
appelés « sites cœur ». Le site attP contient lui aussi deux sites de fixation pour l’intégrase, 
similaires aux « sites cœur » de la bactérie, nommés « sites arm ». Les deux sites de fixation 
de Int présents dans les régions « cœur » et « arm » sont composés de deux motifs de 
séquences répétées, orientées inversement et séparées par un court espace appelé région de 
recouvrement (ou « overlap region ») contenant la séquence à échanger. Ces motifs sont 
reconnus spécifiquement par différents domaines de l’intégrase Int. Une fois intégré, le 
génome du phage est encadré par les sites hybrides ou de jonction, attL et attR (Dorgai et al., 
1998, Yagil et al., 1995) (Figure 15). L’intégration du phage s’effectue selon trois étapes, le 
clivage des brins d’ADN, l’échange et la liaison des brins entre eux. Trois protéines 
accessoires, Xis, Fis et IHF se fixent sur une séquence spécifique de la région arm du site 
attP, et jouent un rôle structural dans la formation du complexe de recombinaison entre 
l’intégrase et les sites d’attachement (Dorgai et al., 1998). 
 
 
Figure 15. Recombinaison site-spécifique pour l’insertion de l’ADN du phage dans le 
chromosome bactérien 
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Deux grandes familles d’intégrase ont été définies, les tyrosine-recombinases et les 
sérine-recombinases (Groth & Calos, 2004). Les intégrases codées par les phages de type λ 
appartiennent à la famille des tyrosine-recombinases. Ces recombinases utilisent un résidu 
tyrosine pour cliver le brin d’ADN et reconnaissent généralement de longues séquences attP. 
Cette famille d’intégrase nécessite des facteurs supplémentaires codés par le phage et par la 
bactérie hôte comme le facteur d’intégration de l’hôte (IHF ou « integration host factor »). 
Les sérine-recombinases utilisent un résidu sérine pour cliver le brin d’ADN. A l’inverse des 
tyrosine-recombinases, cette famille d’intégrase reconnait des séquences attP courtes et ne 
requiert pas de facteurs codés par l’hôte (Groth & Calos, 2004).   
 
L’excision du phage est stimulée par le facteur de stimulation d’inversion (FIS) de la 
bactérie hôte. Durant l’induction du phage, l’excisionase Xis, si elle est produite en quantité 
suffisante, va entrainer l’excision du phage catalysée par l’intégrase. Les protéines Xis et FIS 
se fixent alors sur leurs sites respectifs (sur les sites X1 et X2 pour Xis, et F pour FIS) et 
induisent ainsi une courbure de l’ADN. La fixation de Xis sur X1 permet de faciliter la liaison 
entre Int et le site P2 (adjacent au site X1, et seulement impliqué dans l’excision) entrainant 
une interaction protéine-protéine et l’excision du phage (De Greve et al., 2002). 
 
I.3.3. Les sites d’insertion des phages Stx 
 
L’ADN des phages Stx est préférentiellement intégré dans des gènes basiques du 
chromosome bactérien (Herold et al., 2004). Il existe, chez les EHEC, neuf sites d’insertion 
potentiels des phages Stx décrits dans la littérature. Les quatre plus connus sont les sites wrbA 
codant la protéine de fixation du répresseur du tryptophane (Plunkett et al., 1999), le site yehV 
codant un régulateur transcriptionnel (Yokoyama et al., 2000, Creuzburg et al., 2005b), le site 
yecE dont la fonction est inconnue (De Greve et al., 2002) et le site sbcB qui code une 
exonucléase (Mellor et al., 2012, Ohnishi et al., 2002). Les cinq autres sites d’insertion sont le 
site Z2577 codant une oxydoréductase (Koch et al., 2003), le site ssrA codant un ARNtm 
(transfert et messager) (Creuzburg et al., 2005a, Williams, 2003), le site prfC codant une 
protéine nommée « peptide chain release factor 3 », le site argW codant l’ARNt-Arg (ARN 
de transfert de l’Arginine) et la région intergénique torS-torT (Ogura et al., 2007, Ogura et al., 
2009, Shringi et al., 2012). 
Une étude de Mellor et al., dans laquelle les sites d’insertion des phages Stx d’une 
collection de 606 EHEC O157:H7 ont été caractérisés, a montré que les phages Stx1 et Stx2 
étaient plus fréquemment intégrés dans les sites wrbA et yehV aux Etats-Unis. En Australie, le 
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phage Stx1 a aussi été identifié, ainsi que le phage Stx2c. Cependant, ces deux phages sont 
préférentiellement intégrés dans les sites argW, sbcB et yehV. Cette différence suggère une 
divergence dans l’évolution des EHEC O157:H7 entre les Etats-Unis et l’Australie (Mellor et 
al., 2013). Une autre étude a montré que les phages Stx des EHEC appartenant à d’autres 
sérotypes qu’O157:H7 avaient des sites d’insertion différents par rapport aux phages Stx de la 
souche Sakai EHEC O157:H7 (Ogura et al., 2009, Ogura et al., 2007).  
Une étude de Steyert et al. (2012) a montré que, lorsque le LEE était absent, les 
phages Stx étaient localisés au niveau de sites d’insertion différents comme, par exemple, les 
gènes potC, yciD, ynfH, serU et yjbM. De plus, cette étude démontre qu’il n’y a pas de 
corrélation entre le gène int et le variant du gène stx (Steyert et al., 2012). 
Il est intéressant de noter qu’une souche de STEC peut posséder plusieurs copies du 
même phage Stx à diverses positions dans son chromosome (Fogg et al., 2007).  
  
Etude bibliographique – Chapitre 2 
56 
II. Induction des phages Stx  
II.1. Systèmes d’induction des phages Stx 
II.1.1. Aspects généraux et le système SOS 
 
L’induction des phages Stx permet le passage du cycle lysogénique au cycle lytique et 
conduit donc à la libération de nouvelles particules phagiques. La présence d’agents 
inducteurs, provoquant des lésions sur l’ADN, peut entrainer l’induction des phages. Les 
bactéries lysogènes possédant des prophages du type λ sont en général très stables. 
Cependant, en l’absence d’agent inducteur externe, une simple lésion de l’ADN (coupures) ou 
un arrêt de la transcription suffit à déclencher une induction dite spontanée (Tyler et al., 
2013l, Schmidt, 2001).  
Ces dommages déclenchent une cascade de régulation, le système SOS, impliqué dans 
la réparation de l’ADN. Le système SOS est composé du régulon LexA auquel appartient la 
protéine RecA, impliquée dans la réparation de l’ADN. Cependant, cette protéine permet 
aussi d’induire un auto-clivage des répresseurs du phage tels que la protéine cI (Tyler et al., 
2013 , Little, 1983, Fuchs et al., 1999). Une fois la protéine cI clivée, le phage entre en cycle 
lytique provoquant ainsi la production de nouvelles particules de phages et la synthèse des 
protéines de lyse. Les nouvelles particules de phages sont alors libérées de la cellule lysée et 
la toxine se répand hors de la bactérie. Cependant, une mutation mise en évidence dans le 
gène du répresseur cI permet d’empêcher l’induction du phage. Cette mutation nommée ind, 
induit le changement d’un acide aminé dans une région de la protéine cI impliquée dans 
l’activité sérine-protéine permettant son auto-clivage (Tyler et al., 2013).  
 
II.1.2. Autre voie d’induction RecA-indépendante 
 
Une étude a montré qu’il existe un autre mécanisme indépendant de la protéine RecA, 
le système RcsABC, impliqué dans la détection par la bactérie hôte d’une mort cellulaire 
imminente. Ce mécanisme permet également l’induction du cycle lytique des phages 
(Rozanov et al., 1998). Ce mécanisme est caractérisé par deux gènes d’E. coli, rcsA et dsrA, 
qui, lorsqu’ils sont surexprimés, entrainent l’induction des phages de type λ. Le gène rcsA 
code la protéine RcsA, un régulateur positif de transcription de l’opéron cps impliqué dans la 
synthèse de polysaccharides capsulaires. Le gène dsrA code un ARN de 85 nucléotides qui 
lève la répression du gène rcsA causé par la protéine « histone-like » H-NS (Rozanov et al., 
1998).  
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II.1.3. Induction spontanée 
 
Selon une étude de Livny et al., les phages Stx sont induits spontanément dans une 
fraction de souches lysogènes. En effet, une cellule lysogène sur 20 000 qui possède le phage 
Stx1 (H-19B) et une cellule lysogène sur 7 000 qui possède le phage Stx2 (933W) sont 
induites spontanément à chaque génération cellulaire en milieu LB (Livny & Friedman, 
2004). De plus, l’induction spontanée des phages Stx est plus fréquente que celle d’autres 
phages de type λ. Grâce à des pressions de sélection, seule une petite partie de la population 
bactérienne possédant un phage Stx est sacrifiée pour permettre l’induction des phages Stx 
ainsi que la production de Shiga-toxines. 
La population majoritaire restante a donc la possibilité de se développer et de coloniser les 
cellules épithéliales comme cela a déjà été suggéré par Wagner et al. (2001) (Wagner et al., 
2001b, Livny & Friedman, 2004). Cette population « survivante » est alors à l’origine des 
symptômes de diarrhée (Livny & Friedman, 2004).  
 
II.1.4. Conséquences de l’induction sur la production de Shiga-toxine 
 
L’induction entraine donc l’expression du gène stx et des gènes impliqués dans la lyse 
cellulaire et dans la morphogénèse de nouvelles particules de phages. La production de ces 
nouvelles particules est donc couplée à celle de la Shiga-toxine (Wagner et al., 2001b, Smith 
et al., 2012). En effet, il a été mis en évidence que la transcription des gènes stx est contrôlée 
par la protéine Q qui se fixe sur le promoteur pR’ (Figure 16) (Schmidt, 2001 , Wagner et al., 
2001b, Neely & Friedman, 1998). 
 
De plus, selon une étude de Wagner et al., le phage Stx1 issu de la souche H19 
(O26:H11) constitue un cas particulier puisque la transcription des gènes stx1A et stx1B est 
régulée par un autre promoteur, pStx1, influencé par la présence de fer (Wagner et al., 2002). 
En effet, la transcription de ces gènes est initiée lors de la croissance de la bactérie dans un 
environnement pauvre en fer (Wagner et al., 2002). La présence du terminateur tstx1 en aval 
des gènes stx1A et stx1B permet de terminer la transcription. La transcription des gènes de 
lyse n’est donc pas régulée par le promoteur pStx1 mais par la voie « classique » grâce à la 
protéine Q et au promoteur pR’ (Figure 16). Le mécanisme de régulation par le fer permet 
d’optimiser la production de la toxine Stx1 qui s’accumule dans la bactérie dans l’attente de la 
transcription des gènes de lyse et donc, de la lyse cellulaire (Wagner et al., 2002).  
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Figure 16. Voies de transcription des gènes des phages Stx1 et Stx2 
Les génomes des phages sont représentés dans leur forme intégrée (prophage) dans le chromosome bactérien (en 
noir) entourés des sites jonctions attL et attR (en vert). (A) phage Stx1; (B) phage Stx2. 
 
II.2. Les Facteurs déclencheurs d’induction 
II.2.1. Les antibiotiques : la mitomycine C 
 
Plusieurs antibiotiques ont un effet inducteur sur les phages Stx. Des antibiotiques, tels 
que le carbodox et l’olaquindox, (qui inhibent la croissance bactérienne des Gram+ et Gram-), 
ainsi que la norfloxacine (qui bloque la réplication de l’ADN) et l’azithromycine (qui bloque 
la synthèse des protéines), utilisés à des concentrations sous-inhibitrices induisent la 
production des phages Stx via le système SOS (Kohler et al., 2000, Nassar et al., 2013). 
Cependant, d’autres antibiotiques, utilisés aussi à des concentrations sous-inhibitrices, tels la 
rifampicine (qui bloque la transcription), l’imipenème (qui bloque la synthèse du 
peptidoglycane) et la gentamicine (qui bloque la synthèse des protéines) induisent aussi les 
phages Stx mais par une voie indépendante du système SOS (Nassar et al., 2013). 
 
Parmi les antibiotiques, la mitomycine C est une molécule fréquemment utilisée pour 
l’étude de l’induction des phages Stx. Cet antibiotique a été découvert dans les années 1950 
par des microbiologistes japonais lors de la fermentation de Streptomyces caespitosus. Cette 
molécule a également une action antitumorale largement utilisée dans le milieu hospitalier 
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(Tomasz, 1995). La mitomycine C a plusieurs rôles tels que l’inhibition de la synthèse de 
l’ADN, la mutagenèse, la stimulation de la recombinaison génétique et l’induction de la 
réponse SOS (Tomasz, 1995). En effet, une étude d’Imamovic et al. a montré que la 
mitomycine C n’avait aucun effet sur l’induction des phages présents dans des souches 
déficientes pour le gène recA, démontrant ainsi que l’action de la mitomycine C est 
dépendante du système SOS (Imamovic & Muniesa, 2012). 
Plusieurs études ont donc mis en évidence l’effet inducteur de la mitomycine C sur les 
phages Stx (Garcia-Aljaro et al., 2009, Muniesa et al., 2004a, Muniesa et al., 2003, Ritchie et 
al., 2003). Cependant, des études ont montré des variations d’induction des phages Stx2 en 
présence de mitomycine C. En 2003, Muniesa et al. ont montré que parmi des souches STEC 
O157:H7 isolées à partir d’une seule et même épidémie en Espagne, la production de phages 
Stx2 était variable (Muniesa et al., 2003). Les bactéries ont alors été séparées en trois groupes 
selon leur niveau de production du phage Stx (faible, moyenne ou haute) après induction par 
la mitomycine C. Les résultats montrent qu’une forte production de phage se caractérise par 
une faible densité optique à 600nm (DO600nm) de la culture bactérienne, due à la lyse 
bactérienne par les phages, et par l’obtention d’une forte quantité d’ADN de phages libérés. 
Cette étude a aussi mis en évidence qu’en présence de deux phages nommés ΦSC370 et 
ΦLC159 dans la même souche, seul le phage ΦSC370 est détecté et en quantité moyenne 
voire faible. Les auteurs ont suggéré que la libération de l’autre phage, ΦLC159, était peut 
être masquée par celle du phage ΦSC370. En revanche, lorsque le phage ΦLC159 est le seul 
présent dans la bactérie, il devient détectable et en très grande quantité. Ces résultats ont 
permis de suggérer que la présence des deux phages dans le génome d’une même bactérie 
affectait leur induction par un système de répression (Muniesa et al., 2003). Cet effet a été 
mis en évidence également par Watarai et al. qui, lorsqu’ils utilisèrent une souche possédant 
deux phages Stx, retrouvèrent seulement l’un des deux transféré dans une autre souche d’E. 
coli (Watarai et al., 1998). 
Enfin, une étude de Ritchie et al. a mis en évidence que la mitomycine C avait très peu 
d’effet sur la production de la toxine Stx1 par rapport à la toxine Stx2 issue de souches 
bovines (Ritchie et al., 2003). En revanche, la production de Stx1 est plus forte en présence de 
fer en faible quantité dans le milieu de culture. Cette étude suggère que l’induction du phage 
Stx1 ne serait pas nécessaire pour la production de la toxine Stx1 (Ritchie et al., 2003).  
Une étude de Shimizu et al. (2009) a aussi montré que l’induction des phages Stx1 et Stx2 
était différente en présence de mitomycine C.  
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En effet la présence de la toxine Stx2 a été mise en évidence dans la fraction extracellulaire 
(surnageant de culture) tandis que la toxine Stx1 n’était pas détectée dans cette fraction mais 
dans la fraction périplasmique (Shimizu et al., 2009). Ce résultat suggère que la libération de 
Stx2 est bien liée à l’induction des phages Stx2 qui entraine la transcription des gènes stx2 et 
des gènes de lyse (S et R). A l’inverse, la transcription des gènes stx1 et des gènes de lyse sont 
indépendants (Shimizu et al., 2009). 
 
II.2.2. Divers stress bactériens 
 
Durant le stress oxydatif, des espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont produites et 
entrainent l’activation de protéines telles qu’OxyR, SoxRS et RpoS. Ces réponses au stress 
oxydatif sont importantes pour la survie de la bactérie dans les conditions d’aérobies 
(présence d’oxygène dans le milieu) (Glinkowska et al., 2010). OxyR et SoxRS sont les 
régulons majeurs d’opérons de gènes de réponse au stress oxydatif. Des gènes comme la 
superoxyde dismutase (SOD) et la catalase sont régulés respectivement par SoxRS et OxyR. 
La SOD permet de dismuter le radical super-oxyde (O2·
-) en H2O2, tandis que la catalase 
dégrade le H2O2 en H2O et O2 (Chiang & Schellhorn, 2012) selon la réaction suivante :  
 
De plus, le peroxyde d’hydrogène (H2O2) à 3mM a été caractérisé comme agent 
inducteur des phages Stx d’au moins une fraction des cellules bactériennes (Los et al., 2009, 
Los et al., 2010). Les STEC peuvent être soumis à un stress oxydatif dans l’intestin lors d’une 
contamination humaine. En effet, les bactéries présentes dans l’intestin de l’Homme peuvent 
induire la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Kumar et al., 2007). De plus, 
des études ont mis en évidence que les neutrophiles peuvent produire du H2O2 entrainant une 
stimulation de la production de Shiga-toxine à partir d’une souche clinique de STEC (Wagner 
et al., 2001a, Lainhart et al., 2009) 
 
Il a aussi été démontré que le chlorure de sodium (NaCl) induirait un bactériophage de 
type λ présent chez E. coli, le phage λimm434 (Shkilnyj & Koudelka, 2007). En revanche, 
l’étude menée par Los et al. (2009) montre qu’il y a une induction seulement pour le phage λ 
et pas pour les cinq phages Stx testés en présence de 200 mM de NaCl dans le milieu (Los et 
al., 2009). Contrairement à l’étude précédente, l’étude menée par Harris et al. (2012) 
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démontre qu’en présence d’une concentration de sel équivalente à celle retrouvée lors des 
processus de transformation de la viande (2%), des phages Stx2 peuvent être induits (Harris et 
al., 2012). Le sel est utilisé dans la transformation de la viande afin de solubiliser les 
protéines myofibrillaires et d’améliorer les saveurs des produits mais aussi comme agent 
antimicrobien. L’utilisation d’une concentration de sel à 2% augmente significativement 
l’induction des phages Stx et la production de Shiga-toxine. En revanche, à une concentration 
de 3%, le sel provoque une diminution de l’induction des phages Stx et de la production de 
Shiga-toxine. Cette diminution peut être expliquée par l’effet inhibiteur du sel à cette 
concentration sur des processus physiologiques vitaux de la bactérie tels que la réponse SOS 
(Harris et al., 2012) ou pourrait aussi entrainer le déclenchement du système RopS impliqué 
dans la survie des bactéries (Cheville et al., 1996).  
 
L’étude d’Imamovic et al. a montré l’effet du stress acide sur l’induction des phages 
Stx. Lorsque le pH est inférieur à 5,5 une inhibition de l’induction des phages Stx a pu être 
observée même en présence de mitomycine C. Les conditions acides permettent donc une 
préservation des bactéries contre la lyse ainsi qu’une survie des lysogènes dans les 
environnements acides tels que l’intestin de l’Homme (Imamovic & Muniesa, 2012). De plus, 
à pH 5,5, la transcription des gènes stx est très faible voire inexistante (Olesen & Jespersen, 
2010). En effet, le stress acide déclenche le système RpoS impliqué dans la survie des 
bactéries (Cheville et al., 1996). En revanche, à des pH élevés (pH 10), l’induction des phages 
a été observée en présence d’EDTA dans des souches recA-négatives (Imamovic & Muniesa, 
2012).  
 
Pour finir, l’étude de Los et al. a aussi mis en évidence que la température avait un 
effet sur l’induction des phages en présence d’autres agents inducteurs tels que la mitomycine 
C, l’irradiation aux UV et le H2O2. En effet, à 30°C, l’efficacité d’induction est plus faible 
qu’à 37°C tandis qu’à 43°C, elle est considérablement augmentée (Los et al., 2009).  
 
II.2.3. Autres agents inducteurs 
 
A l’origine, le phage λ a été mis en évidence et isolé suite à l’irradiation aux 
ultraviolets (UV) de la souche d’E. coli de laboratoire K12 (Casjens & Hendrix, 2015). En 
effet, une étude a montré que l’irradiation aux UV était responsable de l’activation du système 
SOS chez E. coli (Aksenov, 1999). Yue et al. ont par la suite confirmé l’induction des phages 
Stx chez E. coli O157:H7 suite à une irradiation aux ultraviolets.  
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Ils ont aussi mis en évidence que l’augmentation de la température de 22°C à 37°C était 
également un facteur d’induction. Ils ont d’ailleurs montré qu’une irradiation aux UV 
associée à une hausse de température avaient un effet synergique (100 fois plus important) sur 
l’induction des phages Stx (Yue et al., 2012). 
 
Imamovic & Muniesa ont montré que l’acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA) 
permettait aussi d’entrainer l’induction des phages Stx. L’EDTA est un agent chélateur et un 
antioxydant utilisé dans la production alimentaire, cosmétique et pharmacologique (Heindorff 
et al., 1983, Imamovic & Muniesa, 2012). L’EDTA provoque des perturbations de la 
membrane externe des bactéries dues à la chélation des ions magnésium (Mg2+) augmentant 
ainsi la perméabilité de la membrane qui devient plus accessible à d’autres agents 
antimicrobiens. Ces perturbations déclenchent les systèmes de réponse au stress de 
l’enveloppe bactérienne différents de la réponse SOS. De plus, un effet synergique sur 
l’induction a pu être mis en évidence lorsque la mitomycine C est utilisée en même temps que 
l’EDTA (Imamovic & Muniesa, 2012).  
 
La pression hydrostatique a aussi été caractérisée comme un agent inducteur des 
phages Stx (Aertsen et al., 2005). En effet, de fortes pressions hydrostatiques sont utilisées 
dans la conservation des aliments afin d’inactiver les micro-organismes présents et de 
maintenir une bonne qualité de fraicheur. Une induction des phages Stx a été observée à une 
pression supérieure à 250 MPa (Méga-Pascal) dans une culture de STEC mais aussi à partir 
d’une culture de la souche MG1655 préalablement infectée par le phage Stx. De plus, à partir 
d’une souche MG1655 possédant un phage Stx et modifiée pour être résistante à la pression, 
l’induction du phage Stx a pu être observée à une pression supérieure à 300 MPa (Aertsen et 
al., 2005). 
 
Pour finir, il existe plusieurs autres inducteurs des phages Stx décrits dans la littérature 
tels que les DNase colicins (des bactériocines) et l’irradiation, à faible dose, au Cobalt 60 
(60Co) (Toshima et al., 2007, Yamamoto et al., 2003). A l’inverse, il existe des inhibiteurs 
d’induction des phages Stx tels que le citrate de sodium, la carence en acides aminés, 
l’isothiocyanate de phénéthyle (inhibiteur de la cancérogenèse et tumorigenèse) et l’oxyde 
nitrique (Nejman-Falenczyk et al., 2012, Nowicki et al., 2014, Vareille et al., 2007). 
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II.3. Particularités d’induction 
II.3.1. Altruisme bactérien et réponse au stress oxydatif 
 
 Los et al. utilisent le terme « d’altruisme bactérien » pour évoquer un phénomène 
intéressant (Los et al., 2012). Une fois dans l’intestin humain, les STEC sont reconnus comme 
étrangers à l’organisme, ce qui déclenche les mécanismes de défense de l’hôte. Lorsque les 
neutrophiles recrutés pour combattre les bactéries produisent du H2O2, une partie de la 
population de STEC se sacrifie en induisant les phages Stx et la production de la Shiga-toxine 
qui a pour effet de détruire les neutrophiles. Cette induction touchant seulement une petite 
partie de la population, la population restante peut coloniser l’intestin humain. De plus, la 
présence de nouvelles particules de phages peut entrainer la lysogénisation d’autres E. coli 
présents dans l’intestin (Los et al., 2012, Wagner et al., 2001a). 
En revanche, la fréquence d’induction par le H2O2 est assez faible, sans doute due à la 
présence d’un régulateur de transcription tels que la protéine OxyR stimulée lors d’un stress 
oxydatif. Il a été montré que ce régulateur interagissait avec l’ADN de phage de type λ, d’une 
part au niveau du promoteur pR, facilitant ainsi sa répression engendrée par la protéine cI, et 
d’autre part au niveau du promoteur pL (requit pour la production de la protéine cI). 
L’interaction de la protéine OxyR sur les promoteurs pR et pL entraine ainsi le maintien du 
phage en cycle lysogénique (Los et al., 2012, Glinkowska et al., 2010).  
 
II.3.2. Sur-infection des STEC par des phages Stx 
 
Une étude de Serra-Moreno et al. (2008) a montré que lorsque deux phages Stx sont 
intégrés dans le chromosome bactérien, la production de Shiga-toxine et le taux d’activation 
du cycle lytique de chaque phage sont fortement diminués. Il semblerait que ces phénomènes 
soient liés au répresseur cI suite à l’incorporation du second prophage (Serra-Moreno et al., 
2008). La diminution de l’induction des phages Stx ainsi que de la production de toxine, 
lorsque la souche STEC possède deux phages, avait déjà été observée par Muniesa et al. 
(2003) (Muniesa et al., 2003). Le cycle lysogénique semble donc être stabilisé par la présence 
d’un second prophage. De plus, les auteurs suggèrent que cette diminution d’induction du 
cycle lytique entrainerait une stabilisation de l’information génétique de la bactérie hôte 
(Serra-Moreno et al., 2008). 
De plus, dans l’étude de Serra-Moreno et al., les auteurs suggèrent également que la 
surinfection par un phage possédant une immunité différente mais une recombinase similaire 
au premier phage, conduit à la perte du premier phage, ce phénomène se nomme 
« heteroimmune curing » ou « élimination hétéro-immun » (Serra-Moreno et al., 2008).  
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En revanche, d’autres études ont montré que la présence de deux phages serait à 
l’origine d’une meilleur induction du cycle lytique par rapport aux souches ne contenant 
qu’un seul phage (Fogg et al., 2012). Les auteurs ont suggéré que, pour les doubles lysogènes, 
l’induction des phages Stx et la production de Shiga-toxine peuvent être supérieures ou 
inférieures in vitro à celles d'une souche simple lysogène, selon les conditions et les facteurs 
environnementaux. En revanche, il est difficile de prédire la production de la toxine in vivo 
par des simples ou doubles lysogènes car cette production peut dépendre de plusieurs 
paramètres tels que la réponse immunitaire, l’état de santé, la composition et la complexité du 
microbiote intestinal de l’hôte (Fogg et al., 2012). 
 
II.3.3. Phages défectifs 
 
Certains phages peuvent être qualifiés de « défectifs » en raison de l’existence de 
plusieurs défauts génétiques dans leur génome (Asadulghani et al., 2009, McDonough & 
Butterton, 1999). McDonough & Butterton (1999) ont montré que Shigella dysenteriae 1 
possèdait le gène stx dans son chromosome mais qu’il n’était pas transmissible. Le gène stx de 
S. dysenteriae était à l’origine sur un prophage devenu défectif suite à l’insertion d’une IS et 
des réarrangements chromosomiques qui suivirent (McDonough & Butterton, 1999).  
Asadulghani et al. (2009) ont mené une étude portant sur plusieurs phages de la 
souche Sakai, un EHEC O157:H7, dont la plupart sont défectifs. Ils ont montré que la plupart 
des prophages défectueux, y compris le phage Stx1, étaient inductibles et pouvaient être 
libérés des cellules sous forme de particules d'ADN. De plus, certains de ces prophages 
peuvent même être transférés à d'autres souches d’E. coli. D’autre part, certain phages sont 
inductibles que si d’autres phages sont présents, témoignant d’une interaction entre les 
phages. De plus, ces interactions entre phages expliqueraient l’apparition de nouveaux phages 
Stx1 générés par recombinaison entre les génomes de phages Stx1 et Stx2. Ces prophages 
défectueux ne sont pas simplement des « vestiges » génétiques générés au cours de l'évolution 
de la souche O157:H7, mais plutôt des éléments génétiques ayant un fort potentiel de transfert 
à d’autres bactéries et permettant ainsi l’acquisition de nouveaux gènes (dont des gènes de 
virulence) par de nouveaux hôtes (Asadulghani et al., 2009). 
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Chapitre 3. Occurrence et détection des STEC et des 
phages Stx dans l’alimentation  
I. Contaminations alimentaires et environnementales par les STEC et les 
phages Stx  
I.1. Les STEC et les AEEC dans les produits laitiers 
I.1.1. Occurrence des STEC dans les produits laitiers 
 
Plusieurs études ont été menées pour déterminer l’occurrence des STEC dans le lait 
cru. Que ce soit en Afrique, en Amérique, en Asie ou en Europe, toutes ces études montrent 
que cette occurrence de STEC est comprise entre 0 et 2% pour tous les échantillons analysés 
(Farrokh et al., 2012). En France, Madic et al. ont montré que sur 205 échantillons de lait cru, 
21% étaient positif pour les gènes stx1 et/ou stx2 (Madic et al., 2009) et 4,8% de ces 
échantillons étaient susceptibles de contenir des STEC appartenant aux cinq sérotypes 
majeurs (Perelle et al., 2007). 
Des études ont aussi évalué l’occurrence de STEC dans les fromages au lait cru dans 
plusieurs pays du monde. Ces études révèlent la présence de STEC mais certaines d’entre 
elles présentent des limites dues au faible nombre d’échantillons (Farrokh et al., 2012). Des 
études françaises menées sur des échantillons de fromages au lait cru ont montré que 27,7% 
(n = 112) (Auvray et al., 2009) et 29,8% (n= 400) (Madic et al., 2011) des échantillons sont 
positifs pour le gène stx. L’étude de Madic et al. a aussi montré que 1,8% des échantillons 
contiennent des STEC du sérotype O26:H11 (Madic et al., 2011). Une récente étude italienne, 
sur l’occurrence de STEC O157 et O26, a été réalisée sur 255 échantillons de lait et 225 
échantillons de filtres à lait (Trevisani et al., 2014). Les résultats ont révélé que 12,5% des 
échantillons de lait et 30,2% des filtres sont stx-positifs. Parmi ces échantillons stx-positifs, 
2,4% des échantillons de lait et 2,2% des filtres sont positifs pour le gène du sérogroupe O26 
(Trevisani et al., 2014).  
 
Une étude a évalué expérimentalement la croissance et la survie des STEC de 
différents sérotypes (O157:H7, O26:H11, O103:H2 et O145:H28) au cours de la fabrication et 
de l’affinage de fromages au lait cru tels que des fromages à pâte persillée (bleus), des 
fromages à pâte pressée non-cuite à affinage long ou court, des fromages à pâte cuite et des 
fromages frais (Miszczycha et al., 2012). Il a été mis en évidence que la population de STEC 
était passée de 2 à 3 log10 UFC/g (unités formant colonie par gramme) dans le fromage de 
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type bleu et les fromages à pâte non-cuite durant les 24 premières heures de fabrication. 
Néanmoins, la population de STEC diminuait après six mois d’affinage. D’autre part, dans les 
fromages à pâte cuite et les fromages frais avec une longue étape de coagulation acide 
(pH<4,5), aucune croissance des STEC n’a pu être mise en évidence et leur niveau diminuait 
au cours de la fabrication même s’ils restaient détectable cependant en fin d’affinage. Le 
sérotype semblait avoir son importance puisque le nombre de bactérie O157:H7 a peu 
augmenté. De plus les STEC O157:H7 étaient moins persistants que les autres sérotypes 
(Miszczycha et al., 2012).  
 
I.1.2. Présence de STEC et d’AEEC dans les aliments 
 
Des études ont mis en évidence la présence (séparée) de STEC et d’AEEC dans des 
échantillons alimentaires. Madic et al. ont montré que sur 400 échantillons de fromage au lait 
cru, sept d’entre eux contenaient des STEC et trois des AEEC (Madic et al., 2011). Des plans 
de surveillance menés en France entre 2007 et 2009 ont également montré la présence de 
STEC et d’AEEC simultanément dans des échantillons alimentaires (Anses, 2012b). Dans les 
viandes de bœuf, 31 souches AEEC ont été mises en évidence ainsi que 38 souches de STEC. 
Dans des fromages au lait cru, 15 souches AEEC et 17 souches STEC ont été recensées. 
Parmi les AEEC détectés, 25/31 (issus de viande) et 6/15 (issus de fromage) appartiennent au 
sérotype O26:H11 (Anses, 2012b).  
Enfin, l’étude de Trevisani et al. a aussi révélé la présence (séparée) dans des échantillons de 
lait ou dans des filtres à lait d’E. coli stx-positif et d’E. coli stx-négatif provenant des 
sérogroupes O157 et O26. En ce qui concerne le sérogroupe O26, sur les 255 échantillons de 
lait, 0,4% contenaient une souche d’E. coli O26stx-positif et 2% contenaient une souche d’E. 
coli O26 stx-négatif ; et pour les 225 filtres à lait, 0,4% contenaient une souche d’E. coli O26 
stx-positif et 0,9% contenaient une souche d’E. coli O26 stx-négatif (Trevisani et al., 2014). 
 
I.2. Les phages Stx dans l’alimentation et l’environnement 
I.2.1. Les phages Stx dans les aliments 
 
 Imamovic et al. (2011) ont réalisé des études concernant la présence de phage Stx 
dans les aliments (Imamovic & Muniesa, 2011). Ces phages ont été quantifiés par PCR en 
temps réel (PCRq) ciblant le gène stx. Ils ont ainsi mis en évidence la présence de phage Stx 
en moyenne à 104 copies de gènes (GC) stx dans 25g de viande hachée et 103 GC dans 25g de 
salade. De plus, cette étude a évalué l’augmentation de la densité des phages Stx après une 
phase d’enrichissement (incubation de l’aliment dans un milieu d’enrichissement). Les 
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résultats ont montré que dans 52 à 56% des échantillons de viande hachée, la densité de 
phages Stx a augmenté en moyenne de 3 log après enrichissement. Cette augmentation de 
densité indique que la plupart des phages Stx contenus dans ces échantillons sont infectieux 
(Imamovic & Muniesa, 2011). 
La présence de phages Stx a aussi été mise en évidence dans la filière laitière mais très 
peu de données sont disponibles actuellement sur ce sujet. Au cours d’une étude, 50 
échantillons de fromage au lait cru et 25 échantillons de lait cru ont été soumis à un processus 
d’enrichissement des STEC. Les souches de STEC isolées des échantillons ont ensuite été 
traitées à la norfloxacine pour induire les phages Stx et des phages Stx2 ont pu être détectés 
(Volponi et al., 2012).  
 
I.2.2. Les phages Stx dans l’environnement 
 
Une étude d’Imamovic et al. (2010) a révélé la présence de phages Stx dans des 
échantillons d’eaux usées urbaines et d’eaux usées contaminées par des fèces d’animaux 
(bovins, porcs et volailles), mais également dans des échantillons de fèces d’animaux et 
d’humains (Imamovic et al., 2010a). La proportion de phages Stx détectés était élevée dans 
tous les échantillons. Des phages Stx ont été retrouvés dans 70% des échantillons d’eaux 
usées urbaines avec 10 à 103 GC stx par mL et dans 94% des échantillons d’eaux usées 
contaminées par des fèces d’animaux avec une concentration variant de 10 à 1010 GC/mL. 
Concernant les échantillons de fèces, 89% des fèces de bovins étaient positifs (10 à 105 GC/g) 
tandis que 31,8% de tous les autres échantillons de fèces contenaient des phages Stx (10 à 104 
GC/g) (Imamovic et al., 2010a).  
 
I.2.3. Stabilité des phages Stx 
 
Des études ont été menées sur la stabilité des phages Stx dans les aliments et durant 
des processus alimentaires (Langsrud et al., 2014, Rode et al., 2011).  
L’étude de Rode et al. (2011) a investigué la stabilité des phages Stx dans plusieurs 
produits alimentaires. Le stockage, les processus alimentaires et la désinfection ont aussi été 
étudiés pour évaluer leur influence sur l’infectivité des particules de phages (Rode et al., 
2011). Une perte d’infectivité des phages Stx a été montrée après un stockage d’un mois à 
4°C (entre 2 et 4 log10 de réduction) ou à 37°C (>5 log10 de réduction), tandis qu’à 24°C, cette 
perte est inférieure à 1 log10. Les traitements thermiques de la viande ont montré que 
l’infectivité des phages Stx est fortement diminuée après 10min à 60°C. Un pH acide diminue 
aussi l’infectivité des phages Stx.  
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De plus, ces phages sont sensibles à la dessiccation avec une perte de 90 à 95% par rapport au 
titre de phages d’origine avant séchage. Enfin, l’étude montre que les phages Stx sont 
relativement résistants à certains désinfectants tels que l’éthanol à 10%, l’Aco Hygiene (Ultra 
Des et Des GA) et le TP99 (Figure 17). En revanche, une exposition de 5 min en présence 
d’agent oxydant à 1% a montré une diminution du titre de phage d’environ 5 log10 (Figure 
17). De plus, une exposition durant 30 min en présence d’éthanol à 70% a entrainé une 
éradication totale des phages Stx (Rode et al., 2011). 
 
 
Figure 17. Décimation des phages Stx exposés à huit solutions de désinfection 
Les phages Stx étudiés ont été mis en contact pendant 5 min à huit solutions de désinfection différentes à une 
concentration de 1% excepté pour l’éthanol (10 et 70%). Le graphique représente la réduction du titre de phage 
en log10 d’unité formant plages (PFU ou UFP) par millilitre. (Rode et al., 2011) 
 
La seconde étude portait sur la survie des phages Stx dans la viande, le jus de la viande 
et la marinade (+/- acidifiée). Cette survie a été évaluée durant 14 jours de stockage à 4°C 
(viande) ou 20°C (marinade). Cette étude a montré que la quantité de phages Stx issus de la 
viande chute d’environ 3 log10 après deux jours de stockage et de 5 log10 après sept jours. 
Après 14 jours, des phages Stx étaient toujours détectables cependant dans le jus de viande. 
Concernant la marinade, après deux jours de stockage une diminution 2 log10 a été mise en 
évidence, tandis que, dans la marinade acidifiée, aucun phage Stx n’a été retrouvé (Langsrud 
et al., 2014).  
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II. Méthodes de détection des STEC et des phages Stx  
II.1. Règlementations concernant les STEC  
II.1.1. Règlementation européenne 
 
Le règlement (CE) n°178/2002 indique qu’aucune denrée alimentaire préjudiciable à 
la santé et/ou impropre à la consommation ne peut être mise sur le marché en tenant compte 
notamment des conditions normales d’utilisation, de l’information fournie au consommateur, 
ainsi que de la sensibilité spécifique de certains consommateurs. De plus, les exploitants du 
secteur alimentaire sont tenus de retirer du marché les denrées alimentaires dangereuses pour 
la santé (Anses, 2012b).  
La règlementation concernant les analyses microbiologiques des aliments a été établie 
par le règlement (CE) n°2073/2005. Il établit les critères microbiologiques applicables à 
certains micro-organismes et les règles d'application que les exploitants du secteur alimentaire 
doivent observer lorsqu'ils mettent en œuvre les mesures d'hygiène générales et spécifiques 
visées à l'article 4 du règlement (CE) n°852/2004 (Règlement-(CE), 2005). 
La récente épidémie de 2011 a entrainé une modification de ce règlement (CE) 
n°2073/2005 incluant les graines germées et décrite dans le règlement (UE) n°209/2013 de la 
commission du 11 mars 2013 (Règlement-(UE), 2013). En revanche, dans ce règlement 
modifié, le critère microbiologique relatif aux STEC (O157, O26, O111, O103, O145 et 
O104:H4) s’applique seulement aux graines germées. Le règlement prévoit un plan 
d’échantillonnage de cinq échantillons, la méthode d’analyse de référence est basée sur la 
norme XP CEN/ISO TS 13136 et le critère d’acception est : « absence de STEC dans 25 
grammes ».  
 
II.1.2. Les contrôles mis en place en France 
 
En France, des contrôles officiels des denrées alimentaires ont été mis en place, sans 
préavis et à n’importe quel stade de la production et de la transformation afin de s’assurer du 
respect des législations européennes fixées par le règlement (CE) n° 852/2004. Ce règlement 
vise à assurer l'hygiène des denrées alimentaires à toutes les étapes du processus de 
production, depuis la production primaire jusqu'à la vente au consommateur final. Il ne couvre 
pas les questions relatives à la nutrition, ni celles concernant la composition et la qualité des 
denrées alimentaires. Ce règlement s'applique aux entreprises du secteur alimentaire et non à 
la production primaire et à la préparation domestique de denrées alimentaires aux fins de 
l'utilisation privée (Règlement-(CE), 2004). 
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Des plans de surveillance et de contrôle (PSPC) officiels ont donc été mis en place par la 
Direction générale de l’alimentation (DGAL) et la Direction générale de la concurrence, de la 
consommation et de la répression des fraudes (DGCCRF) et ont la particularité d’être 
programmés annuellement. Depuis 2005, la DGAL a régulièrement mis en place des plans de 
surveillance de la contamination par des STEC pathogènes dans des catégories d’aliments 
considérées les plus à risque telles que les viandes hachées de bœuf surgelées à la production 
(2007, 2011, 2012), les viandes hachées de bœuf réfrigérées à la distribution (2006, 2009, 
2010), les minerais de bœuf (2008) et les fromages au lait cru à la production (2005 : chèvre; 
2007 : vache ; 2009 : vache, chèvre, brebis) (Anses, 2012b). 
Enfin, la DGCCRF a mis en place des plans de surveillance des STEC (notamment pour le 
sérotype O104:H4) dans les végétaux, y compris les graines germées et à germer, au stade de 
la distribution (Anses, 2012b). 
 
II.2. Méthodes de détection des STEC dans les aliments 
II.2.1. Détection des STEC : Norme XP CEN ISO/TS 13136 
 
La recherche de l’ensemble des STEC et des sérotypes d’intérêt est réalisée, dans le 
cadre des contrôles officiels, selon une méthode décrite par le Laboratoire National de 
Référence (LNR). Cette méthode est basée sur la spécification technique XP CEN ISO/TS 
13136 adaptée par l’Organisation international de normalisation (ISO) le 15 juin 2012, 
publiée le 07 Novembre 2012 et recommandée par l’EFSA (ISO, 2012, Anses, 2012b). Cette 
méthode comprend quatre étapes (Figure 18). Une première étape d’enrichissement de 
l’aliment investigué est effectuée en présence d’agents sélectifs, permettant aux souches 
pathogènes éventuellement présentes de se multiplier jusqu’à atteindre des niveaux 
détectables et de façon préférentielle par rapport aux autres microorganismes présents dans 
ces aliments. La seconde étape est réalisée à partir d’extrait d’ADN totaux (de tous les micro-
organismes présents) issus du bouillon d’enrichissement. Une technique de PCR en temps réel 
(PCRq) est ensuite utilisée, permettant d’amplifier les principaux marqueurs des souches 
STEC considérées hautement pathogènes, tels que les gènes stx, eae, et ceux associés aux 
cinq principaux sérogroupes d’EHEC. La troisième étape consiste à isoler les souches d’E. 
coli uniquement si les résultats obtenus précédemment sont positifs (stx+, eae+ et présence de 
gènes spécifiques à l’un des cinq sérotypes). La dernière étape est une caractérisation 
phénotypique et génotypique des souches d’E. coli isolées précédemment (ISO, 2012, Anses, 
2012b). 
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Figure 18. Schématisation des principales étapes de la méthode de recherche des souches 
STEC hautement pathogènes 
(Anses, 2012b) 
 
II.2.2. Autres méthodes de détection des STEC 
 
Le principe de la méthode TS 13136 avait été appliqué quelques années auparavant 
dans de la viande hachée en amplifiant par PCR le gène stx ainsi que les gènes associés au 
« top five », et en isolant les bactéries grâce à la technique de séparation immunomagnétique 
(IMS) (Auvray et al., 2007). Cette méthode PCR décrite avait ensuite été affinée et mise en 
application sur des fromages au lait cru par Madic et al. (Madic et al., 2010, Madic et al., 
2011). 
L’utilisation d’un contrôle interne d’amplification (IC ou IAC) a également été décrite 
afin de détecter les STEC dans les aliments tout en ayant la possibilité de s’affranchir des 
inhibiteurs de PCR susceptibles d’entraîner un résultat faux-négatif (Auvray et al., 2009).  
Enfin, une méthode capable de détecter et de quantifier tous les variants des gènes stx a 
été mise en place par l’intermédiaire d’une PCRq multiplex en combinaison avec deux IAC 
(Derzelle et al., 2011). 
Récemment, une technique d’isolement des STEC a été proposée par Lin et al. en 
utilisant un milieu nommé « STEC heart infusion washed blood agar with mitomycin C » ou 
SHIBAM. Ce milieu est une modification de la gélose au sang de mouton additionnée de 
mitomycine C. Avec ce milieu, la plupart des souches de STEC produisent une zone 
d'hémolyse sur la gélose SHIBAM permettant de les distinguer de la flore totale (Lin et al., 
2012). 
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Pour finir, Quiros et al. ont développé une méthode moléculaire visant à améliorer la 
détection des STEC en réduisant l’interférence liée à la présence des phages Stx (Quiros et 
al., 2015). En effet, la détection des gènes stx n’est pas un indicateur strict de la présence de 
STEC mais peut aussi marquer la présence de phages Stx libres. Pour pallier à cet effet sans 
réduire la capacité de détection des STEC, les auteurs proposent d’ajouter une étape de 
filtration de la suspension mère (échantillon dilué) afin d’éliminer les phages. Cette étape est 
réalisée à l’aide d’une membrane en PVDF (pour « polyvinylidene fluoride ») avec des pores 
de 0,45µm de diamètre possédant une faible capacité de rétention des protéines. Le filtre 
contenant les bactéries est ensuite nettoyé (un à trois lavages) avec du PBS (« phosphate 
buffer saline ») pour éliminer les phages potentiellement restant, avant d’extraire l’ADN 
bactérien (Quiros et al., 2015). 
 
II.2.1. Méthodes de détection des phages Stx 
 
Les méthodes utilisées pour la détection des phages Stx consistent à extraire l’ADN de 
phage en prenant soin de se débarrasser au préalable des cellules bactériennes. La 
quantification des phages est généralement basée sur la PCRq visant à amplifier le gène stx 
(Imamovic et al., 2010a, Rooks et al., 2010) ou d’autre gènes comme le gène Q (Rooks et al., 
2010). D’autres méthodes peuvent être utilisées basées sur la formation de plages de lyse 
obtenues à partir d’une souche indicatrice. Elles sont parfois suivies d’une confirmation par 
hybridation sur les plages de lyse avec une sonde d’hybridation spécifique du gène stx 
(Muniesa et al., 2004a). Des compléments de protocole pour cette méthode ont été apportés 
par d’autres auteurs lorsque la méthode « classique » n’a pas permis d’isoler des plages de 
lyse. Ces compléments peuvent être, un ajout, de mitomycine C et de Ca2+ (Islam et al., 
2012), ou d’ampicilline à faible dose (Los et al., 2008) dans le Top-Agar, gélose contenant le 
mélange phage/bactérie indicatrice et utilisée pour les plages de lyse. 
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III. Perte des phages Stx, conversion lysogénique et impact sur le 
diagnostic 
III.1. Problématique liée à la présence de souches E. coli stx-négatives 
III.1.1. Hypothèses sur l’origine des souches E. coli stx-négatives 
 
Les STEC ont la particularité de pouvoir perdre ou d’acquérir un phage Stx 
(Bielaszewska et al., 2007, Karch et al., 1992). La perte des phages Stx a été démontrée in 
vivo par Karch et al. suite à un repiquage de souches d’EHEC issues de cas cliniques 
devenues stx-négatives. Le plus surprenant est que ces souches avaient perdu leur phage en 
l’absence de lyse cellulaire (Karch et al., 1992). Bielaszewska et al. ont également montré la 
perte in vitro de phages Stx provenant de souches du sérogroupe O26 (Bielaszewska et al., 
2007). 
Mellmann et al. ont aussi montré la perte du gène stx in vivo chez l’homme lors de l’isolement 
de STEC à différents stades au cours de l’infection (Mellmann et al., 2005). L’analyse des 
selles de patients atteints de SHU a permis de détecter lors de la première collecte des EHEC 
dans 137 échantillons et des souches stx-négatives mais eae-positives dans 5 échantillons. 
Une seconde collecte de selles a montré que sept patients initialement excréteurs d’EHEC 
possédaient désormais des souches stx-négatives et eae-positives, suggérant que la perte du 
gène stx s’effectuerait in vivo chez l’Homme pendant un court intervalle (Mellmann et al., 
2005). 
Pour finir, une étude de Joris et al. portant sur la perte des phages Stx après le premier 
repiquage a été menée sur les sérogroupes O157 et non-O157 (Joris et al., 2011). Ils ont mis 
en évidence que cette perte était plus fréquente pour les sérogroupes non-O157. Par 
conséquent, la présence des STEC chez les animaux, l’Homme et l’alimentation pourrait être 
sous-estimée (Joris et al., 2011). 
 
D’après l’étude de Madic et al., le fait que des souches d’E. coli O26:H11 stx-
négatives aient été isolées à partir d'échantillons stx-positifs soulève quelques questions sur le 
résultat du diagnostic. On ne peut exclure la possibilité que ces souches soient des dérivés de 
STEC ayant perdu leur gène stx et plus particulièrement leur phage Stx durant la procédure 
d'enrichissement ou d'isolement. Une autre hypothèse serait que le gène stx détecté dans les 
échantillons de fromage soit porté par d'autres souches bactériennes que les E. coli O26:H11 
(Madic et al., 2011). 
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III.1.2. Différenciation des souches par des marqueurs génétiques  
 
Des études ont été effectuées pour déterminer des différences entre les souches EHEC 
et EPEC (ou AEEC). Bugarel et al. se sont particulièrement intéressés aux E. coli du 
sérogroupe O26 (Bugarel et al., 2011). Ils ont utilisé une technique de PCR à haut-débit pour 
sélectionner des marqueurs génétiques discriminants. Des gènes codant des protéines 
effectrices du système de sécrétion de type III ont pu être retrouvés dans les différentes 
souches d’E. coli. En revanche, les gènes espK et espN étaient essentiellement retrouvés dans 
les EHEC et constitueraient alors de bon marqueurs génétiques de ces souches (Bugarel et al., 
2011). Cette étude a été étendue par Delannoy et al. à d’autres sérotypes en plus de O26:H11, 
tels que O45:H2, O103:H2, O111:H8, O121:H19, O145:H28 et O157:H7. Ils ont montré que 
les gènes espK, espV, ureD et Z2098 étaient la meilleure combinaison pour détecter 
spécifiquement et avec une forte sensibilité les sept sérotypes d’EHEC (Delannoy et al., 
2013a). 
 
III.2. Conversion lysogénique 
III.2.1. Généralités et cas concrets 
 
La conversion lysogénique se caractérise par l’acquisition d’un prophage dans le 
chromosome d’une bactérie. Cette acquisition serait un processus sans importance pour 
l'évolution des bactéries pathogènes si les phages ne transféraient pas de gènes utiles aux 
lysogènes. Cependant certains gènes des phages sont connus pour augmenter l'aptitude de 
survie des lysogènes (Brussow et al., 2004). 
L’acquisition du phage Stx par des E. coli stx-négatifs a été démontré in vitro 
(Bielaszewska et al., 2007, Schmidt, 2001). En effet, Bielaszewska et al. ont montré la 
capacité d’un phage Stx2 issu d’un EHEC O26 à lysogéniser un aEPEC O26 et le convertir en 
EHEC (Bielaszewska et al., 2007). 
De plus, la récente épidémie de 2011 causée par des STEC du sérotype O104:H4 en 
Allemagne a montré qu’il s’agissait d’un E. coli stx-négatif et plus particulièrement d’un 
EAEC ayant acquis un phage Stx (Muniesa et al., 2012).  
Suite à l’étude de l’induction aux UV en association avec des températures élevées, Yue et al. 
ont, par la même occasion, montré la capacité des phages Stx2 à infecter des E. coli non 
pathogènes (non-STEC) tels que la souche MG1655 (E. coli de laboratoire K12) (Yue et al., 
2012). De plus, il a été démontré par ailleurs que les phages avaient la capacité d’effectuer des 
réarrangements de leur génome par des systèmes de recombinaison. Ainsi ces phages, à 
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l’origine défectifs, retrouvent la capacité à lysogéniser des bactéries (Asadulghani et al., 2009, 
Svab et al., 2015).  
 Des études ont aussi montré que certains phages Stx étaient plus efficaces in vivo qu’in 
vitro pour infecter des E. coli stx-négatifs (Acheson et al., 1998, Cornick et al., 2006, Toth et 
al., 2003).  
 Enfin, une étude a mis en évidence le transfert de phages Stx à d’autres E. coli sous 
forme de biofilm. Le biofilm serait un environnement favorable pour l’émergence de 
nouveaux E. coli pathogènes (Solheim et al., 2012). 
 
III.2.2. Lysogénisation dans les aliments et l’environnement 
 
Plusieurs études ont mis en évidence des phénomènes de lysogénisation dans les 
aliments et l’environnement dans des conditions adaptées (Imamovic et al., 2009, Muniesa et 
al., 2011). Une étude a montré des phénomènes de lysogénisation aussi bien dans de l’eau, du 
lait, de la salade que de la viande hachée (Imamovic et al., 2009). Dans le jus d’orange, la 
lysogénisation n’a pas été concluante sans doute due au pH trop faible (3,7). Ce résultat 
indique qu’un traitement acide pourrait potentiellement prévenir la lysogénisation (Imamovic 
et al., 2009). Une étude de Picozzi et al. a montré des phénomènes de lysogénisation dans le 
lait selon différents profils thermiques. En revanche, les auteurs ont constaté que les 
concentrations initiales et finales des cellules donatrices et receveuses n’ont pas d’effet sur la 
génération de lysogènes (Picozzi et al., 2012). 
 
III.2.3. Protection bactérienne contre la conversion lysogénique 
 
Les bactéries ont développé des mécanismes de protection pour empêcher l'adsorption 
de bactériophages. Il existe au moins trois types de mécanismes de protection: le blocage des 
récepteurs des phages, la production de matrices extracellulaires et la production d’inhibiteurs 
compétitifs (Labrie et al., 2010). Le blocage des récepteurs des phages peut se traduire par un 
changement de la conformation du récepteur ou par l’ajout de protéines qui viennent se fixer 
au récepteur afin de le masquer. La production de matrices extracellulaires correspond à un 
polymère d’exopolysaccharides (EPS) couvrant la surface de la bactérie. Enfin, les inhibiteurs 
compétitifs sont des molécules naturellement présentes dans l’environnement bactérien qui 
peuvent se fixer spécifiquement aux récepteurs des phages les rendant ainsi inaccessibles 
(Labrie et al., 2010).  
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Une récente étude d’Imamovic et al. a montré l’importance du système BaeSR impliqué dans 
la réponse aux stress (Imamovic et al., 2015). Le système BaeSR, lié à l’enveloppe 
bactérienne, est constitué d’une « histidine sensor kinase » (BaeS) présente dans la membrane 
interne et d’un régulateur de réponse (BaeR) localisé dans le cytoplasme. Ils ont démontré que 
lorsque le système BaeSR était muté, la lysogénisation augmentait de 5 log10 par rapport à la 
bactérie sauvage (Imamovic et al., 2015). De plus, une étude de Baranova & Nikaidon a 
montré que le système BaeSR semblait être impliqué dans des mécanismes de résistance à la 
novobiocine (Baranova & Nikaido, 2002), cette dernière étant utilisée pour la sélection des 
STEC dans la norme CE ISO/TS 13136 décrite précédemment.  
 
Il existe d’autres systèmes de protection tels que les mécanismes d’exclusion de la 
surinfection. Ces systèmes sont constitués de protéines qui bloquent l'entrée de l’ADN du 
phage dans les bactéries, conférant ainsi une immunité contre des phages spécifiques. Ces 
protéines sont prédites pour être ancrées à la membrane bactérienne ou associées à des 
composants de la membrane. De plus, les gènes codant ces protéines sont généralement 
localisés dans le génome des prophages. Cette localisation suggère que, dans de nombreux 
cas, les systèmes d’exclusion de la surinfection sont importants pour les interactions entre 
phages, plutôt que pour les interactions hôte-phage (Labrie et al., 2010). 
  
Le système de restriction-modification (R-M) est aussi très utile aux bactéries et 
permet de les protéger contre l’entrée d’ADN étranger. Lorsqu’un ADN non méthylé pénètre 
dans la cellule, il est immédiatement reconnu et détruit par le système R-M. En revanche, si 
l’ADN du phage est méthylé, il n’est pas reconnu par le système R-M et peut infecter des 
bactéries possédant le même système R-M que celle dont il provient (Labrie et al., 2010). Il 
existerait ainsi quatre familles de système R-M : IA, IB, IC et ID (Titheradge et al., 2001). La 
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Objectifs des travaux de thèse 
 
D'un point de vue scientifique, il était primordial d’approfondir les connaissances sur 
les phages Stx, avec une attention particulière au polymorphisme des gènes stx qu’ils 
véhiculent, ainsi qu’à leur mobilité. Les gènes stx codent, en effet, le principal facteur de 
virulence dont le polymorphisme a des répercussions sur le degré de virulence des STEC. La 
mobilité du support génétique des gènes stx peut avoir un impact sur les méthodes de 
diagnostic d’une part, et conduire à l’émergence de nouvelles souches pathogènes d’autre 
part. Ce projet de thèse se propose également d’améliorer la connaissance des conditions 
permettant l’induction des phages Stx chez les STEC O26:H11, en ciblant principalement 
l'impact que peuvent avoir les procédés de fabrication des fromages et les méthodes 
analytiques de recherche des STEC dans les aliments sur ce phénomène. Ces travaux visent 
ainsi à renforcer l’expertise en matière de risques liés aux STEC O26:H11, en apportant des 
connaissances nouvelles sur les mécanismes d’acquisition ou de perte des gènes stx chez ces 
bactéries.  
D'un point de vue sanitaire, ce projet de thèse présente des enjeux majeurs, à la fois 
pour les professionnels de filières dans le cadre de la maîtrise sanitaire de leurs produits, et 
pour les pouvoirs publics dans le cadre des contrôles officiels ou des plans de surveillance et 
de contrôle. Les enjeux économiques pour les professionnels (filière laitière, viande, produits 
préparés…) sont également de plus en plus importants en matière de commercialisation des 
produits, notamment à l'export, où certains pays, plus gravement touchés par les infections à 
STEC, sont très sensibles à cette problématique. 
 
Ce projet de thèse avait pour but de répondre à ces problématiques. De ce fait, le 
premier objectif portait sur la caractérisation d’une collection de souches de STEC O26:H11 
provenant de diverses origines (humaine, laitière et bovine). Il s’agissait d’identifier les sous-
types du gène stx puis de déterminer les sites d’insertion des phages Stx dans le chromosome 
bactérien, afin d’explorer la diversité éventuelle de ces souches pour ces deux paramètres. Des 
modèles de PCR conventionnelle et temps réel ont été conçus au cours de ces travaux pour la 
détermination des sites d’insertion des phages Stx. 
Il s’agissait ensuite d’étudier la stabilité des phages Stx, selon les sites d’insertion dans 
lesquels ils sont intégrés, pour essayer de comprendre l’origine des souches d’E. coli 
O26:H11 stx-négatives (ou AEEC). Le projet incluait aussi l’évaluation de l’état des sites 
d’insertion des phages Stx au sein d’une collection de souches AEEC O26:H11 pour 
déterminer si ces souches ont perdu leur phage Stx (par excision spontanée) ou seulement le 
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gène stx (par délétion). Le but de cette première partie des travaux, était d’acquérir des 
connaissances sur la diversité des phages Stx issus de STEC O26:H11 et d’identifier 
d’éventuelles différences entre les souches laitières et les souches humaines (isolées de cas 
humains). 
 
Le second objectif portait sur le développement de protocoles expérimentaux 
permettant d’évaluer les niveaux d’induction des phages Stx, puis de comparer des souches 
STEC O26:H11 représentatives de la collection. Ceci avait pour but d’acquérir des 
connaissances sur le niveau d’induction des phages Stx et en fonction de l’origine des 
souches, soit laitière et soit humaine. De plus, une étude visant à lysogéniser (infecter) des 
souches AEEC O26:H11 par des phages Stx, a été initiée pour évaluer la transférabilité des 
phages Stx à ces souches pouvant les rendre pathogènes à leur tour. 
 
Le troisième objectif était d’étudier l’induction des phages Stx dans des conditions 
relatives (i) soit à la fabrication de fromages, (ii) soit au processus analytique d’isolement des 
STEC. En effet, lors de la production d’aliments, des stress peuvent être engendrés par 
certains procédés de fabrication, de transformation ou de conservation et entraîner le 
déclenchement d’un cycle lytique et donc la présence de phages Stx dans les produits 
alimentaires. Une étude a donc été menée sur les stress liés à la fabrication de fromages tels 
que le salage, l’acidification, la température et l’oxydation. L’étude du phénomène 
d’induction lors du processus analytique d’isolement des STEC était motivée par l’isolement 
fréquent d’AEEC à partir d’aliments dans lesquels la présence de gènes stx avait été détectée 
par PCR dans le bouillon d’enrichissement. De plus, l’induction et le déclenchement du cycle 
lytique pourrait provoquer la lyse des STEC et conduire à un résultat faux négatif. Les étapes 
de la méthode de référence XP CEN ISO/TS 13136 ont donc été testées pour leur capacité à 
induire les phages Stx. 
 
Un quatrième et dernier objectif visait à établir un protocole permettant de déterminer 
l’occurrence des phages Stx dans les aliments et les environnements d’ateliers technologiques. 
Il s’agissait également d’utiliser ce protocole afin de réaliser une étude préliminaire à partir 
d’échantillons de fromages à différentes étapes de la chaine de fabrication ainsi que de 
prélèvements de surface. En effet, il existe peu de données sur la présence de phages Stx 
libres surtout dans l’environnement laitier. Or ces éléments sont nécessaires pour évaluer les 
risques de diffusion des phages Stx dans les aliments et de transmission vers d’autres E. coli. 
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Chapitre 1. Caractérisation des STEC et des phages Stx 
I. Article 1 
 
Bonanno, L., E. Loukiadis, P. Mariani-Kurkdjian, E. Oswald, L. Garnier, V. Michel and 
F. Auvray (2015). "Diversity of Shiga Toxin-Producing Escherichia coli (STEC) O26:H11 
Strains Examined via stx Subtypes and Insertion Sites of Stx and EspK Bacteriophages." 
Applied and Environmental Microbiology 81(11): 3712-3721 
 
I.1. Objectifs  
 
Ces travaux avaient pour objectifs d’explorer la diversité génétique d’une collection de 
STEC O26:H11 d’origines humaine, alimentaire (principalement des produits laitiers) et 
animale (bovins) en étudiant leur principal facteur de virulence. Ils visaient à caractériser les 
sous-types du gène stx et les sites d’insertion chromosomiques des phages Stx. De plus, une 
étude phylogénétique par la méthode MLST (Multi-Locus Sequence Type) a aussi été menée 
en parallèle sur un petit nombre de souches. 
L’étude des sous-types du gène stx a été réalisée par une méthode de PCR 
conventionnelle développée par Scheutz et al., basée sur l’amplification des trois sous-types 
du gène stx1 et des sept sous-types du gène stx2 (Scheutz et al., 2012).  
L’identification des sites d’insertion chromosomiques des phages Stx, a été, dans un 
premier temps, effectuée par PCR conventionnelle à partir de couples d’amorces décrits dans 
la littérature, ou développés au cours des travaux de thèse. Neuf sites d’insertion ont ainsi été 
étudiés. Il s’agit des sites wrbA, yehV, yecE, sbcB, Z2577, ssrA, prfC, argW et de la région 
intergénique torS-torT. Deux études PCR ont été réalisées, la première était basée sur 
l’amplification du site attB et témoigne de l’absence de génome de phage dans un locus 
donné, tandis que la seconde était basée sur l’amplification du site jonction attL et témoigne 
de la présence du prophage (génome du phage intégré dans le chromosome bactérien). 
Dans un deuxième temps, des modèles de PCR en temps réel ont été développés pour 
quatre des neuf sites d’insertion étudiés (wrbA, yehV, yecE et sbcB), afin de réduire le temps 
des analyses et effectuer des dosages des sites attB et attL. Le but du dosage des sites attB et 
attL était d’évaluer la stabilité des prophages Stx au sein d’une culture pure de STEC, selon 
les sites d’insertion dans lesquels ils sont intégrés. Cette étude avait pour but de comprendre 
l’origine des souches stx-négatives.  
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Enfin la caractérisation des sites d’insertion des phages Stx a aussi été effectuée sur 
une collection de 29 souches E. coli O26:H11 stx-négatives (AEEC). Cette étude avait pour 
objectif, de déterminer si ces souches peuvent correspondre à des STEC ayant perdu leurs 
phages Stx ou seulement leur gène stx. 
 
I.2. Résultats et discussion 
I.2.1. Détermination des sous-types du gène stx et des sites d’insertion des 
phages Stx 
 
L’étude des sous-types du gène stx a montré que les 74 souches étudiées possèdent 
essentiellement les sous-types stx1a (n = 56) et stx2a (n = 20). Un autre sous-type, stx2d, a été 
retrouvé dans une seule souche d’origine humaine. De plus, trois souches possèdent 
simultanément les deux sous-types (stx1a et stx2a) tandis que cinq souches possèdent deux 
copies du même sous-type. Lorsque l’on prend en compte l’origine des souches, on constate 
que la majorité des souches laitières (88,2%) et la totalité des souches bovines possèdent le 
sous-type stx1a tandis que les souches humaines possèdent en proportion équivalente les deux 
sous-types (stx1a et stx2a).  
L’étude des sites d’insertion des phages Stx a permis de mettre en évidence l’existence 
de quatre sites d’insertion préférentiellement occupés par les phages Stx dans les STEC 
O26:H11. Il s’agit des sites wrbA (37 souches), yehV (28 souches), et dans une moindre 
mesure, des sites yecE et sbcB. Aucun phage Stx n’a été détecté dans les cinq autres sites 
d’insertion étudiés (Z2577, prfC, argW, ssrA et la région intergénique torS-torT). De plus, 
pour les souches possédant deux phages Stx, des méthodes de PCR « long-template », visant à 
amplifier de long fragments d’ADN (>15kb), ont été développées pour déterminer le site 
d’insertion de chacun des phages. Ainsi, pour la souche 09QMA277.2, le phage Stx1a est 
intégré dans le site yehV et le phage Stx2a est intégré dans wrbA. Les souches 3073/00 et 
3901/97 ont leur phage Stx2a localisé dans yecE et leur phage Stx1a intégré respectivement 
dans yehV et wrbA. 
Une analyse des combinaisons formées d’un sous-type du gène stx et d’un site 
d’insertion chromosomique du phage Stx en fonction de l’origine des souches a été effectuée. 
On a constaté que les souches d’origines laitière et bovine ont leurs phages Stx intégrés 
essentiellement dans wrbA et yehV, tandis que les souches humaines ont leurs phages Stx 
intégrés dans wrbA et yehV mais aussi dans le site yecE. En effet, yecE sert de site d’insertion 
dans 28% des souches humaines. Il est important de noter que toutes les souches humaines 
possédant un phage Stx2a intégré dans wrbA et yecE ont été à l’origine de SHU, indiquant une 
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forte virulence de ces souches. En revanche, ces profils sont absents (ou rarement retrouvés) 
dans les souches d’origines laitière et bovine.  
Pour finir, l’état des sites d’insertion a aussi été investigué dans 29 souches stx-
négatives, pour vérifier l’absence de phages Stx ou bien seulement une délétion du gène stx 
qui se serait produite au cours du temps. Les résultats ont montré que les sites d’insertion sont 
intacts pour 25 des 29 souches stx-négatives, indiquant bien l’absence de phage Stx dans la 
majorité d’entre elles. Pour les quatre souches restantes, deux observations ont été faites. La 
première observation concerne les souches 5021/97 et 5080/97 pour lesquelles les sites yehV 
et yecE sont occupés par un phage Stx mais dont le gène stx est a priori délété. L’observation 
suivante concerne les souches 07QMA144.1 et F61-523 pour lesquelles un autre élément 
génétique, différent du phage Stx, a été détecté dans les sites argW et Z2577 respectivement.  
 
I.2.2. Caractérisation phylogénétique des STEC O26:H11 
 
Une étude phylogénétique par typage MLST a été réalisée sur 14 souches STEC de la 
collection. Les données de la littérature ont permis de classer ces souches selon deux 
séquences types, ST21 et ST29. Les souches stx2a qui sont à l’origine de SHU se distribuent 
entre ST21 et ST29. L’association du gène stx2 à ST21 ou à ST29 a été démontrée comme un 
indicateur de SHU. En revanche, aucune combinaison d’un sous-type du gène stx et d’un site 
d’insertion donné du phage Stx n’a révélé de corrélation avec un ST particulier.  
 
I.2.3. Stabilité des prophages Stx 
 
Pour explorer la relation entre les STEC O26:H11 et les souches stx-négatives, une 
étude de la stabilité des prophages Stx a été effectuée au sein des cultures pures de STEC. Les 
quantités de sites attB et attL, témoignant respectivement de l’absence et de la présence d’un 
phage ont été déterminées. On a pu constater, pour chaque culture pure, une amplification 
simultanée des sites attB et attL, témoignant de l’excision spontanée du prophage Stx au cours 
de la croissance cellulaire. Des calculs de ratio attB/attL ont été effectués au niveau des quatre 
sites d’insertion chromosomiques (wrbA, yehV, yecE et sbcB). Ces ratios ont montré que ce 
phénomène d’excision spontanée n’est pas dépendant des sites d’insertion des phages Stx.  
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I.2.4. Mise en évidence de la présence d’un phage EspK dans le site ssrA 
 
Ces travaux ont aussi permis de mettre en évidence la présence dans les STEC 
O26:H11 d’un phage différent des phages Stx dans un site nommé ssrA. En effet, lors de la 
détermination des sites d’insertion des phages Stx, on a constaté que le site ssrA était souvent 
occupé chez les STEC O26:H11. L’hypothèse de la présence d’un phage EspK, codant un 
effecteur de type III, et intégré dans le site ssrA, a donc été émise. Les résultats ont montré 
que le phage EspK intégré dans ssrA est présent dans la majorité des STEC O26:H11 (soit 





En conclusion, ces travaux ont permis de mettre en évidence une variabilité des profils 
génétiques entre les souches STEC O26:H11 d’origines différentes. Il a été observé une 
grande diversité des sous-types du gène stx et des sites d’insertion des phages Stx issus de 
STEC O26:H11, avec quelques différences observées entre les souches humaines et les 
souches provenant des aliments et des bovins. Ces différences confirment d’autres travaux 
portant sur l’existence de différents clones de STEC O26:H11 possédant des niveaux de 
pathogénicité variés. 
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II. Travaux complémentaires de l’article 1 
 
Des travaux complémentaires ont été réalisés en lien avec l’article 1. Ces travaux concernent 
plus particulièrement l’étude de la stabilité des phages Stx.  
 
II.1. Mise en évidence de deux populations bactériennes au sein d’une culture pure 
de STEC 
 
Tout d’abord, le phénomène d’excision spontanée des phages Stx au sein d’une culture 
pure de STEC, a été préalablement mis en évidence lors de l’amplification par PCR des sites 
d’insertion des phages Stx. L’amplification d’un site jonction attL devrait corréler avec 
l’absence d’amplification du site attB. Or, ce n’était pas systématiquement le cas puisque des 
amplicons des sites attL et attB ont été observés sur gel d’électrophorèse pour une même 
souche. Cette co-amplification des sites attB et attL a ensuite été observée par PCR en temps 
réel. 
La Figure 19 représente les courbes d’amplification par PCR en temps réel du site attB au 
niveau du gène wrbA de chaque souche STEC O26:H11 permettant de révéler l’absence de 
phage Stx. Les deux populations bactériennes mises en évidence sont représentés par un 
cercle noir ou vert. Les courbes entourées d’un cercle noir possèdent un cycle seuil (Ct, ou 
« Cycle Threshold ») précoce (environ 15-16) et correspondent aux souches d’E. coli stx-
négatives pour lesquelles le site wrbA est inoccupé. En effet, l’absence de phage Stx a été 
vérifiée par l’absence d’amplification du site attL. Ces souches possèdent un phénotype 
attB+++ et attL-. En revanche, l’ADN des souches possédant un phage Stx intégré dans 
wrbA ne devrait pas émettre de signal positif pour l’amplification du site attB. Pourtant, 
l’ADN du site attB de ces souches est bien amplifié comme l’attestent les courbes 
d’amplification entourées d’un cercle vert (Figure 19). De plus, les Ct obtenus sont assez 
tardifs (26 à 35) montrant que la quantité de cibles amplifiées est relativement faible. Ces 
résultats montrent qu’au sein d’une culture pure d’une souche de STEC, une petite partie de la 
population a perdu le phage Stx tandis que la partie majoritaire de la population le possède 
toujours. Ces souches possèdent donc un phénotype attB+ et attL+++. 
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Figure 19. Courbes d'amplification du site attB (gène wrbA) par PCR en temps réel 
Les souches d’E. coli stx-négatives sont cerclées en noir et les souches STEC O26:H11 sont cerclées en vert. 
 
II.2. Fréquence d’excision spontanée au cours du réisolement des STEC 
 
La PCR en temps réel permettant de quantifier les cibles d’ADN présentes au départ, 
les copies de sites attB et attL ont été quantifiées et des ratios ont été déterminés (présentés 
dans l’article). 
Une seconde étude a été effectuée pour évaluer la fréquence d’excision spontanée au 
cours du réisolement des STEC. Les 74 souches STEC de la collection ont été réisolées sur 
des géloses de TSA-YE (« Tryptone Soy Agar Yeast Extract ») incubées à 37°C durant 24h en 
vue d’identifier d’éventuelles colonies dépourvues de phages Stx (et donc de gènes stx). Pour 
chaque réisolement de STEC, 10 à 50 colonies (50 colonies en particulier pour quelques 
souches attL+ ayant une quantité de site attB élevé) ont été récupérées puis remises en 
suspension dans du milieu LB (Lysogeny broth) et les ADN ont été testés pour la présence 
des gènes stx1 et stx2 par PCR en temps réel. Les résultats ont montré que pour 73 des 74 
souches STEC, toutes les colonies récupérées étaient positives pour le gène stx, excepté pour 
une souche d’origine laitière, ITFF3408, où 60 colonies ont été testées et pour lesquelles 
aucune ne possède le gène stx. Il est probable que lors de la mise en conservation de cette 
souche, celle-ci avait perdu son phage Stx. Cette souche témoigne de l’instabilité des phages 
Stx au cours de la conservation des souches à -20°C. 
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Chapitre 2. Etude de l’induction des phages Stx : 
spontanée et en présence de mitomycine C 
I. Article 2 
 
Bonanno, L., M.-A. Petit, E. Loukiadis, V. Michel and F. Auvray (2015). " Induction of 
Stx phages from STEC O26:H11 isolated from humans and dairy products and infection of 
stx-negative E. coli O26:H11."  
Soumis dans le journal Applied and Environmental Mcrobiology 
 
I.1. Objectifs  
 
La première partie de cette étude visait à évaluer l’induction, spontanée et en présence 
d’un agent inducteur, la mitomycine C (MMC), de différents phages Stx provenant de 14 
souches de STEC O26:H11 d’origine laitière (n = 5) et humaine (n = 9). 
Les niveaux d’induction ont été comparés en fonction de l’origine des souches STEC, du type 
de phage Stx (Stx1 et Stx2) et du site d’insertion dans lequel le phage est intégré (wrbA, yehV, 
yecE et sbcB). Parmi cette collection, trois souches humaines et trois laitières possèdent le 
gène stx1. Le gène stx2 est porté par quatre souches humaines et une laitière. Enfin, deux 
souches humaines et une laitière contiennent les deux gènes (stx1 et stx2). 
Des protocoles d’induction des phages ont tout d’abord été mis au point. La quantité 
de phage Stx produit a ensuite été déterminée selon deux méthodes, par PCR en temps réel, 
d’une part, et par dénombrement des plages de lyse, d’autre part.  
La seconde partie consistait à évaluer la capacité de quelques phages Stx à infecter des 
souches d’E. coli stx-négatives (AEEC) par un test de lyse des bactéries (dépôt d’une goutte 
de phage sur un tapis bactérien). L’obtention de lysogènes a ensuite été recherchée. 
Enfin, une analyse morphologique de quelques phages Stx a été effectuée, par l’intermédiaire 
d’un microscope électronique à transmission (MET). 
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I.2. Résultats et discussion 
I.2.1. Induction des phages Stx 
 
Les résultats ont montré que toutes les souches étaient inductibles, et capables de 
produire des phages Stx. En revanche, le niveau d’induction était variable entre les phages. 
Cette capacité d’induction a été mise en évidence en présence de l’agent inducteur, la MMC, 
mais aussi de façon spontanée. L’induction a tout d’abord été observée grâce à la mesure de la 
densité optique (DO600nm) de la culture bactérienne à 600nm. En présence de MMC, il a été 
observé une diminution drastique de la DO600nm au bout de 24h.  
La PCR en temps réel a ensuite permis de doser les particules de phages Stx issues de 
l’induction spontanée et en présence de MMC. Les résultats ont montré qu’en présence de 
MMC, le niveau moyen d’induction est plus important de 2log10 par rapport au niveau 
d’induction spontanée. De plus, l’induction est plus importante pour les souches possédant un 
phage Stx2 par rapport à celles ayant un phage Stx1. En revanche, aucune différence de 
niveaux d’induction n’a pu être mise en évidence selon l’origine des souches et selon le site 
d’insertion du phage Stx. Une exception concerne l’induction spontanée des phages Stx2 
intégrés dans yecE qui était significativement plus élevée que pour les phages intégrés dans 
wrbA et yehV. On pourrait se demander si cette caractéristique implique une virulence accrue 
des souches possédant un phage Stx2 intégré dans yecE. Cette hypothèse a déjà été entrevue 
lors des travaux décrits précédemment (article 1). 
Pour finir sur la quantification des phages Stx, le dénombrement des plages de lyse a 
permis de démontrer que la quasi-totalité des souches étaient capables de produire des 
particules phagiques infectieuses. En revanche, quelques phages Stx étaient incapables de 
générer des plages de lyse isolées. De plus, les quantités observées étaient légèrement 
inférieures à celles identifiées par la méthode PCRq qui dose tous les phages (y compris les 
non infectieux ou défectifs).  
 
I.2.2. Pouvoir infectieux des phages Stx 
 
Des tests de lyse en goutte ont été effectués afin d’évaluer la capacité infectieuse des 
phages Stx sur 17 souches d’E. coli stx-négatives (AEEC) et sur une souche d’E. coli de 
laboratoire de type K12 (DH5α). Des différences de sensibilité des souches aux phages Stx 
ont été observées. La souche DH5α est très sensible aux phages Stx, tandis que seulement 
54% (55/102) des interactions AEEC/phage Stx testées, étaient positives pour l’infection. Sur 
les 17 souches AEEC, une souche était même totalement insensible aux six phages testés. De 
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plus, les souches humaines semblent plus sensibles aux phages Stx par rapport aux souches 
laitières.  
 
I.2.3. Obtention d’E. coli lysogènes 
 
Des expériences de conversion lysogénique ont été menées sur des souches AEEC et 
deux souches d’E. coli K12 (DH5α et MG1655). Les résultats ont montré que des bactéries 
lysogènes issues des souches K12 contenant un prophage Stx2 intégré dans le site yecE ont pu 
être isolées. A la différence, les tentatives de lysogénisation des souches AEEC n’ont pas été 
concluantes. En revanche, une étude préliminaire de lysogénisation a été effectuée sur une 
souche AEEC (21474) infectée par un phage Stx2. La particularité est que le phage Stx2 
utilisé, est issu d’une purification sur cette même souche. Les résultats ont montré que dans le 
mélange phage/bactérie, il y avait potentiellement des bactéries lysogènes car le gène stx2 et 
le site jonction yecE-attL ont été amplifiés par PCR. En revanche, aucune colonie lysogène 
n’a pu être isolée. D’après la littérature, la lysogénisation des souches d’E. coli stx-négatives 
de terrain est assez rare comparé aux souches K12. 
 
I.2.4. Morphologie des phages 
 
Six phages Stx ont pu être caractérisés morphologiquement, grâce à une observation 
par microscopie électronique à transmission effectuée au laboratoire de l’INRA de Jouy en 
Josas (unité Micalis). La morphologie de ces six phages est observable dans la Figure 20. 
D’après cette étude, trois types de morphologie ont pu être mis en évidence. 
Le premier type de morphologie concernait deux phages, Φ3901 (phage Stx2) et ΦH19 
(phage Stx1), qui présentent une tête allongée et une longue queue flexible (Figure 20A et 
20B). 
Le second type de morphologie concernait trois phages, Φ11368 (Stx1), Φ5917/97 (Stx2) et 
Φ21765 (Stx2) et correspond à celle des phages de type Siphoviridae (Figure 20C, 20D et 
20E). 
Enfin, le phage Φ2976-1 est aussi un phage de type Siphoviridae, mais il possède une queue 
très longue (environ 411nm), comparée à la taille moyenne des queues des autres phages de 
type Siphoviridae (environ 150 nm) (Figure 20F).  
Ces résultats montrent que la morphologie des phages Stx des souches STEC O26:H11, est 
très diverse et n’est pas corrélée avec le type du gène stx (stx1 ou stx2). 
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Figure 20. Observation au microscope électronique à transmission (MET) de particules 
de phages Stx issues de STEC O26:H11 
(A) phage Φ3901; (B) phage ΦH19; (C) phage Φ11368; (D) phage Φ5917; (E) phage Φ21765; (F) phage Φ2976-
1. (A) et (B) représentent des phages Stx avec une tête allongée et une longue queue flexible. (C) à (E) 
représentent des phages Stx de type Siphoviridae avec une longue queue. (F) est un phage Stx de type 




En conclusion, les phages Stx1 et Stx2 des STEC O26:H11, sont très diversifiés y 
compris au sein de chaque type. Cette variabilité a été observées, à la fois au niveau de 
l'induction, morphologiquement et dans la capacité des phages à infecter les souches d’E. coli. 
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ABSTRACT 23 
The Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC) are food-borne pathogens responsible for 24 
human infections ranging from mild watery diarrhea to hemorrhagic colitis (CH), which may 25 
be complicated by hemolytic uremic syndrome (HUS), sometimes fatal. Shiga toxin, the main 26 
STEC virulence factor, is encoded by the stx gene located in the genome of a bacteriophage 27 
inserted into the bacterial chromosome. The serotype O26:H11 is considered as the second 28 
HUS-causing serotype worldwide after O157:H7, and the first detected in dairy products. The 29 
consumption of raw milk cheeses contaminated with STEC O26:H11 could therefore 30 
contribute to HUS cases although only a small number of HUS cases caused by serotype 31 
O26:H11 are identified each year in France. 32 
Here we evaluated the induction rate in vitro of different Stx phages from human and dairy 33 
strains of STEC O26:H11, either spontaneously or in the presence of mitomycin C. Overall 34 
the Stx2 phages were more inducible than Stx1 phages. However no correlation was found 35 
between the Stx phage levels produced and the origin of the strains tested or the phage 36 
insertion sites. Morphological analysis by electron microscopy showed that Stx phages 37 
displayed various shapes that were unrelated to Stx1 or Stx2 types. In addition, sensitivity of 38 
stx-negative E. coli O26:H11 to six Stx phages varied among the 17 strains tested and our 39 
attempts to convert them into STEC were unsuccessful indicating that their lysogenization 40 
was a rare event.  41 
 42 
 43 
Keywords: STEC, O26:H11, Stx phages, induction, dairy product 44 
 45 
  46 




Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) O26:H11 were first identified as 49 
causes of hemolytic uremic syndrome (HUS) in 1983 (1, 2). O26:H11 is the most commonly 50 
isolated non-O157:H7 serotype in Europe, accounting for 12% of all clinical 51 
enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) isolates in 2012 (3, 4). Since the early 2000s, InVS has 52 
observed a significant increasing proportion of HUS cases identified in France due to non-53 
O157 serogroups including O26 which accounted for 11% of cases for the period 1996-2013 54 
(5). This serogroup also accounted for 22% of clinical non-O157 EHEC isolates in the United 55 
States, between 1983 and 2002 (6).  56 
Transmission of STEC to humans occurs through food, water and direct contact with 57 
animals and their environment. At the end of 2005, STEC O26:H11 was involved in an 58 
outbreak in France that included 16 HUS cases and was linked to consumption of 59 
contaminated unpasteurized Camembert cheese (7). Another outbreak of STEC O26:H11 60 
occurred in Denmark in 2007 and was caused by beef sausage. Twenty cases of diarrhea were 61 
reported, the majority of which occurred in children (average age of two years) (8).  62 
Shiga toxins (Stx) are considered as the major virulence factor of STEC, and stx genes 63 
are located in the genome of temperate bacteriophages (Stx phages) inserted as prophages into 64 
the STEC chromosome (9-11). There are two Stx groups, Stx1 and Stx2, each divided into 3 65 
(a, c and d) and 7 subtypes (a-g), respectively (12). Recently, a panel of 74 STEC O26:H11 66 
strain was characterized, showing that the majority of food and cattle strains possessed the 67 
stx1a subtype, while human strains carried mainly stx1a or stx2a (13). Stx1 and Stx2 can be 68 
produced either singly or together by STEC O26:H11 (6) and STEC carrying the stx2 gene 69 
only are generally associated with more severe clinical case compared to STEC possessing 70 
the stx1 gene (14). The first Stx1 phage described was phage H19B and was isolated from a 71 
clinical EHEC O26 strain (9). In the 1990s, a shift of the stx genotype was observed in 72 
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Germany in EHEC O26:H11, from isolates carrying stx1 to isolates possessing the stx2 gene 73 
either alone or together with stx1 (15).  74 
Stx phages insert their genome into specific sites in the bacterial chromosome where 75 
they remain silent (16), allowing their bacterial hosts to survive as lysogenic strains. The main 76 
Stx phage insertion sites in STEC O26:H11 were wrbA and yehV genes followed distantly by 77 
yecE and sbcB (13). Stx phages are inducible from their host strain by DNA-damaging agents 78 
such as antibiotics (17, 18). These observations led to controversy regarding treatment of 79 
STEC infection with antibiotics. Wong et al. showed that the risk of developing HUS was 80 
significantly increased in children receiving antibiotics (19). DNA damages trigger the SOS 81 
response of E. coli (20), resulting in the derepression of phage lytic genes, lysis of the 82 
bacterial host cells and release of the phage particles. In addition, other conditions such as 83 
ultraviolet irradiation (21) or high hydrostatic pressure treatment (22) were also shown to 84 
induce Stx phages.  85 
STEC O26:H11 have the particularity to frequently lose and acquire Stx phages (23, 86 
24). The acquisition of an Stx phage by stx-negative E. coli O26:H11 was demonstrated in 87 
vitro (10, 23). The Stx1 phage H-19B can also be transferred in vivo in mice from STEC 88 
O26:H11 to an E.coli recipient strain (25). Moreover, the recent outbreak which occurred in 89 
Germany in 2011 with 4000 infected humans including 900 HUS cases and 50 deaths (26), 90 
was caused by an enteroaggregative E. coli O104:H4 strain that had acquired an Stx phage 91 
(27).  92 
Loss of Stx phage can generate E. coli stx-negative O26:H11 strains which might 93 
interfere in the detection of STEC O26:H11, especially when they are isolated from food 94 
samples initially identified as stx-positive by PCR. Except for the absence of stx gene, these 95 
strains are similar to STEC O26:H11 and are referred to as “Attaching/Effacing E. coli” 96 
(AEEC) O26:H11. Madic et al. have demonstrated the presence of STEC and AEEC 97 
O26:H11 in raw milk cheese samples (28). Monitoring plans carried out in France between 98 
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2007 and 2009 also showed the presence of STEC and AEEC in raw milk cheeses, including 99 
the serotype O26:H11 (29). Finally, Trevisani et al. also revealed the presence of both E. coli 100 
O26 stx-positive and stx-negative strains in samples of milk (0.4% and 2%, respectively) or in 101 
milk filters (0.4% and 0.9%, respectively) (30). The fact that E. coli stx-negative or AEEC 102 
O26:H11 strains were isolated from stx-positive food samples raises some questions about the 103 
diagnostic result since the possibility that these strains are derivatives of STEC that have lost 104 
their Stx phage and hence their stx gene during the enrichment procedure or isolation cannot 105 
be excluded.  106 
 107 
In this study, the induction of Stx phage from different STEC O26:H11 strains was 108 
evaluated in the presence and absence of mitomycin C (MMC), an antibiotic known to 109 
effectively induce Stx phages (31). The objective was to compare the induction level of Stx 110 
phages according to their Stx type (Stx1 or Stx2) and insertion site in the bacterial 111 
chromosome, and to the origin of the STEC strains. The sensitivity of stx-negative E. coli to 112 
Stx phages was also investigated in addition to their lysogenic conversion. Finally the 113 
morphology of Stx phages was studied to evaluate the diversity of Stx phages circulating in 114 
STEC O26:H11. 115 
 116 
MATERIALS AND METHODS 117 
Bacterial strains. 118 
 Fourteen STEC O26:H11 isolated from humans (n = 9) and dairy products (n = 5), 17 119 
stx-negative O26:H11 E. coli isolated from humans (n =8) and dairy products (n = 9), and the 120 
E. coli K12 strains DH5α and MG1655 were used in this study (Table 1). The human and 121 
dairy STEC strains contained stx1 (n = 3, each), stx2 (n = 4 and n = 1, respectively) and both 122 
stx1 and stx2 genes (n = 2 and n = 1, respectively). E. coli strains were cultivated in Luria 123 
broth (LB) at 37°C.  124 
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 125 
Table 1. Panel of stx-positive and stx-negative Escherichia coli strains. 126 
Origin a Strain Stx phage Type Insertion site of Stx phage b 127 
STEC O26:H11 128 
Dairy product 2976-1 Stx1a yehV 129 
Dairy product 10d Stx1a wrbA 130 
Dairy product 09QMA277.2 Stx1a – Stx2a yehV (Stx1), wrbA (Stx2) 131 
Dairy product 09QMA245.2 Stx1a yecE 132 
Dairy product F46-223 Stx2a wrbA 133 
Human (NK) VTH7 Stx1a sbcB 134 
Human (D) H19 Stx1a yehV 135 
Human (HUS) 3901/97 Stx1a – Stx2a wrbA (Stx1), yecE (Stx2) 136 
Human (HUS) 11368 Stx1a wrbA 137 
Human (HUS) 3073/00 Stx1a – Stx2a yehV (Stx1), yecE (Stx2) 138 
Human (HUS) 5917/97 Stx2a wrbA 139 
Human (HUS) 29348 Stx2a wrA 140 
Human (HUS) 31132 Stx2a yecE 141 
Human (HUS) 21765(1) Stx2a yecE 142 
 143 
stx-negative O26:H11 144 
Dairy product 09QMA04.2 - - 145 
Dairy product 09QMA315.2 - - 146 
Dairy product 09QMA306.D - - 147 
Dairy product FR14.18 - - 148 
Dairy product 4198.1 - - 149 
Dairy product 191.1 - - 150 
Dairy product 64.36 - - 151 
Dairy product 09QMA355.2 - - 152 
Dairy product F61-523 - - 153 
Human (HUS) 5021/97 - - 154 
Human (HUS) 5080/97 - - 155 
Human (HUS) 318/98 - - 156 
Human (HUS) 21474 - - 157 
Human (HUS) 21766 - - 158 
Human (NK) MB04 - - 159 
Human (NK) MB01 - - 160 
Human (HUS) 29690 - - 161 
 162 
Other E. coli 163 
K12 DH5α - - 164 
K12 MG1655 - - 165 
 166 
a D, Diarrhea; HUS, Hemolytic Uremic Syndrome; NK, Not known. 167 
b Previously described (13) 168 
 169 
Bacteriophage induction. 170 
An overnight culture of STEC O26:H11 was inoculated at 2% in a fresh LB medium 171 
with 5mM of CaCl2 and incubated at 37°C. At the exponential growth phase (OD600 0.3), the 172 
culture was divided into two subcultures, A and B. In subculture A, MMC was added to a 173 
final concentration of 0.5 µg/ml. The subculture B, without MMC, was used to evaluate the 174 
spontaneous induction of Stx phages. Cultures were then further incubated overnight at 37°C 175 
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with shaking at 240 rpm. After incubation, the rate of phage production was evaluated by 176 
measuring with a spectrophotometer at 600nm the optical density of induced and non-induced 177 
cultures. All cultures were centrifuged at 7,200 x g for 10 min, and the supernatants were 178 
filtered through low-protein-binding 0.22 µm-pore-size membrane filters (Millex-GP PES; 179 
Millipore) for phage purification.  180 
 181 
Enumeration and isolation of Stx phages by double-agar overlay plaque assay. 182 
The E. coli DH5α was used as the host strain to screen for the presence of 183 
bacteriophages. The suspensions of phage particles obtained after induction (see above) were 184 
diluted tenfold. Two hundred microliters of an overnight culture of the host strain was mixed 185 
with 100 µl of each diluted phage suspension and incubated 1 h at 37°C. This mixture was 186 
added to molten LB top agarose (LB modified broth with agarose at 2g/L, 10 mM CaCl2 and 187 
10 mM MgSO4) immediately poured on LB-agar plates and allowed to solidify. After 188 
incubation for 18-24 h at 37°C, the plates were examined for the presence of lysis zones. 189 
Plaques were counted to determine the titer of the original phage preparation in plaque-190 
forming units per millilitre (pfu/ml) by using the following calculation: number of plaques x 191 
10 x inverse of the dilution factor (32). 192 
 193 
Quantification of Stx phage by quantitative PCR. 194 
Filtered supernatants obtained after Stx phage induction were treated with DNase 195 
using the Turbo DNA-free™ kit (Ambion®, life technologies). Removal of any contaminating 196 
genomic DNA by DNase was verified by detection of chromosomal STEC O26:H11 eae gene 197 
by quantitative PCR (qPCR), as described previously (33). Phage DNA was released by heat 198 
treatment for 10 min at 100°C. As Stx phages carry only one stx gene copy (GC), phage 199 
numbers were determined by qPCR assays targeting stx1 or stx2 genes. These were performed 200 
with the LightCycler® 480 instrument (Roche Diagnostics) as described by Derzelle et al. 201 
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(34), with minor modifications as follows. The amplification reaction mixture contained 1X 202 
LightCycler® 480 Probes Master mix (Roche Diagnostics), 500 nM of each primer (stx1B-203 
for, stx1-rev, stx2-for, stx2-rev), and 200 nM of each probe (stx1 and stx2 probes). Three 204 
microliters of extracted DNAs were used as templates in qPCR. Linearity and limit of 205 
quantification of the qPCR assay was formerly determined by using calibrated suspensions of 206 
STEC corresponding to dilutions of pure cultures of stx1 and stx2-positive control EDL933 207 
strain containing both stx1 and stx2 genes. The amplification efficiency (E) was calculated 208 
using the following equation: E = 10-1/s -1, where s is the slope of the linear regression curve 209 
obtained by plotting the log genomic copy numbers of E. coli strains in the PCR reaction 210 
against Ct values. The cycle threshold value (Ct) was defined as the PCR cycle at which the 211 
fluorescent signal exceeded the background level. The Ct was determined automatically by 212 
the Lightcycler 480 software with the second derivative maximum method and the stx1 and 213 
stx2 gene copy (GC) numbers were calculated from the standard curve.  214 
 215 
Evaluation of the infectious capacity of Stx phages. 216 
To evaluate the ability of the Stx1 and Stx2 phages to infect E. coli, the E. coli K12 217 
strain DH5α and 17 stx-negative E. coli O26:H11 strains were used as host strains. Each host 218 
strain was grown in LB at 37°C overnight with shaking. Two hundred microliters of each 219 
culture were added to 5 ml of molten LB top agarose and immediately poured on LB-agar 220 
plates. Ten microliters of filtered supernatants containing Stx phages obtained after induction 221 
of six strains (H19, 5917/97, 3901/97, F46-223, 09QMA277.2, and 21765), were spotted onto 222 
plates containing the LB top agarose overlay and incubated overnight at 37°C.  223 
 224 
Construction of lysogens. 225 
E. coli K12 strains (DH5α and MG1655) and stx-negative E. coli O26:H11 strains 226 
were grown overnight in LB broth at 37°C with shaking. One milliliter of host culture was 227 
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mixed with 100, 250 or 500 µl (MOI between 0.1 and 0.5) of the different Stx phages such as 228 
Stx1, Stx2 or a mix of Stx1 and Stx2 phage suspensions resulting from the mitomycin C 229 
induction of the H19 strain (phage ΦH19s), 5917/97 strain (phage Φ5917s) and 3901/97 strain 230 
(phage Φ3901m), respectively, and incubated 1 h at 37°C without shaking. The mixtures were 231 
then diluted tenfold, plated onto LB-Agar and incubated 24 h at 37°C. After incubation, 232 
colonies were enumerated and compared to the enumeration of the uninfected strains used as 233 
a control, to check that a majority of the host cells had been lysed and thus infected upon 234 
contact with the phage. Finally, 5-10 colonies were purified and tested for lysogeny by PCR 235 
amplification of stx1 and stx2 genes (as described above) and of host-phage attL junction sites 236 
(13). 237 
 238 
Propagation and purification of Stx phages and transmission electron microscopy. 239 
The E. coli laboratory strain MG1655 was used as the host for purification and 240 
propagation of Stx phages from strains H19, 5917/97, 3901/97, 21765(1), 2976-1 and 11368 241 
(Table 1). Stx phage particles, obtained after induction, were amplified and purified in solid 242 
medium, as follows. Stx phages were isolated by the double-agar overlay plaque assay, as 243 
described above. One lysis plaque was removed with a sterile toothpick and resuspended in 244 
50 µl of 10 mM MgSO4 buffer. Two hundred microliters of an overnight culture of the host 245 
strain was mixed with 5ml of molten LB top agarose, immediately poured onto LB-agar 246 
plates and allowed to solidify. Fifty microliters of phage suspension were spotted onto these 247 
plates and incubated 8 hours at 37°C. The spots were collected and resuspended in 100 µl of 248 
10 mM MgSO4 buffer. Serial dilution of the lysates were then performed and used in a new 249 
round of plaque assay and incubated 8 hours at 37°C to produce confluent lysis of the host 250 
strain. Finally, 5 ml of 10 mM MgSO4 buffer were placed onto the top agar and incubated 8 251 
hours at 4°C and then recovered and filtered through low-protein-binding 0.22 µm-pore-size 252 
membrane filters (Millex-GP PES; Millipore).  253 
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The lysates (5 to 10 mL) were concentrated by ultra-centrifugation at 20,000xg for 2 h in a 254 
swinging rotor SW32Ti and the pellets were resuspended in 100µL of 10 mM MgSO4 buffer. 255 
Five microliters of these suspensions were placed onto copper grids with carbon-coated 256 
Formvar films and negatively contrasted with 2% uranyl acetate dehydrate. Samples were 257 
examined using a transmission electron microscope (HITACHI HT 7700) (Elexience – 258 





Evaluation of Stx phage induction from STEC O26:H11. 264 
Fourteen STEC O26:H11 strains were used to measure the level of induction of their 265 
Stx phages, either spontaneously (i.e. in the absence of MMC) or with the addition of MMC. 266 
For all the strains tested, the OD600 was lower after 24h of incubation with MMC (OD600 < 267 
1.25) than that obtained in the absence of MMC (OD600 > 2) (Table 2). This low OD600 was an 268 
indicator of bacterial cell lysis and induction. qPCR tests and plaque assays were then 269 
performed to assess the amount of Stx phages produced by each strain in the presence and 270 
absence of the inducing agent. 271 
  272 
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Table 2. Level of induction of Stx phage expressed in OD600 units. 273 
 OD600 a   274 
Strain - MMC + MMC  275 
2976-1 3.50 ± 0.10 0.31 ± 0.09  276 
10d 3.33 ± 0.22 0.71 ± 0.17  277 
09QMA277.2 3.10 ± 0.14 0.37 ± 0.08  278 
09QMA245.2 3.20 ± 0.36 0.73 ± 0.11  279 
F46-223 3.25 ± 0.26 0.34 ± 0.14  280 
VTH7 2.73 ± 0.09 0.88 ± 0.04  281 
H19 2.80 ± 0.29 0.78 ± 0.04  282 
3901/97 2.67 ± 0.33 0.68 ± 0.07  283 
11368 2.75 ± 0.06 0.60 ± 0.11  284 
3073/00 3.03 ± 0.38 0.45 ± 0.41  285 
5917/97 2.86 ± 0.33 0.22 ± 0.05  286 
29348 3.28 ± 0.22 0.25 ± 0.06  287 
31132 2.98 ± 0.26 0.37 ± 0.09  288 
21765(1) 2.75 ± 0.17 1.23 ± 0.13  289 
 290 
a OD600 of untreated (-MMC) and MMC-treated (+MMC) STEC O26:H11 culture after 24h of 291 
incubation at 37°C. The values are the mean of three independent experiments. 292 
 293 
Stx phages could be detected by qPCR in all the STEC O26:H11 culture supernatants tested, 294 
indicating that all the strains were capable of producing Stx phages. Stx phage production was 295 
highly variable between the strains (Fig. 1), and in most cases, MMC increased the phage 296 
particle yield. There was no significant difference in the basal induction level of Stx phages 297 
between the human and dairy strains, and the same was true in the presence of MMC (Fig. 1). 298 
Similarly there was no significant difference in the induction rates of Stx phages according to 299 
their insertion site, except for the spontaneous induction of Stx phages inserted into yecE 300 
which was significantly higher than that of Stx phages integrated into wrbA (P < 0.05) or 301 
yehV (P < 0.01) (Fig. 1).  302 
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 303 
Figure 1. Quantification of Stx1 and Stx2 phages DNA. Quantification by qPCR of Stx1 304 
and Stx2 phages DNA extracted from culture supernatants obtained from untreated (-MMC, 305 
grey bars) or MMC-treated (+MMC, black bars) STEC O26:H11 cultures. The STEC strains 306 
were from dairy (D) and human (H) origins and their Stx phages were integrated into wrbA, 307 
yehV, yecE or sbcB sites. The concentration of Stx phages was expressed in log10 of stx gene 308 
copies per milliliter (log10 GC/ml). The data were obtained from three independent analyses, 309 
and the average copy numbers for each phage DNA are shown. Bars indicate standard 310 
deviations.  311 
 312 
Production of Stx phages was observed in both conditions, i.e. in the presence and absence of 313 
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varied between 3.49 log10 and 7.67 log10 GC/ml (no. of stx gene copies/ml) whereas when 315 
MMC was added, the Stx phage levels were between 3.47 log10 and 9.46 log10 GC/ml. 316 
Overall, the addition of MMC resulted in an average increase of 2 log10 relative to the 317 
spontaneous induction (P < 0.05). Two exceptions were observed. For strain 3901/97, the 318 
levels of the Stx1 phage were not significantly different with and without MMC, and for 319 
strain 09QMA277.2 which contains both Stx1 and Stx2 phages, production of the Stx1 phage 320 
became undetectable when MMC was added.  321 
When the production levels of Stx1 phages were compared to those of Stx2 phages, a 322 
difference was observed (P < 0.001). This was true both in the presence and in the absence of 323 
MMC, since the amount of Stx2 phages was higher of 2.11 and 3.16 log10, respectively, 324 
compared to that of Stx1 phages.  325 
The Stx phage titers were then determined by enumeration of infectious Stx phages 326 
using the double-agar layer method and compared to the concentrations of Stx phage DNA 327 
determined by qPCR. Except for one strain (11368), all the strains generated infectious 328 
particles capable of producing plaques with the E. coli recipient strain DH5α. Four strains 329 
(2976-1, 09QMA245.2, VTH7 and 3073/00) also produced infectious Stx phages but these 330 
failed to generate isolated plaques (Fig. 2). As observed with qPCR, the mean titers for Stx2 331 
phages were higher of 2 log10 than that for Stx1 phages. However, the Stx phage titers 332 
determined by plaque enumeration were lower on average of 1.98 log10 ± 1.01 (decrease of 333 
min. 0.79 for 3901/97 strain and of max. 4.28 log10 for H19 strain ) than the concentrations of 334 
Stx phage genomes determined by qPCR. 335 
 336 
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 337 
Figure 2. Quantification of Stx1 and Stx2 phage particles. Quantification by enumeration 338 
of lysis-plaques from Stx1 and Stx2 phages particles obtained from culture supernatants 339 
derived from MMC-treated STEC O26:H11 cultures. The STEC strains were from dairy (D) 340 
and human (H) origins and their Stx phages were integrated into wrbA, yehV, yecE or sbcB 341 
sites. The titer of the original phage preparation was expressed in plaque-forming units per 342 
milliliter (pfu/ml). The data were obtained from three independent analyses, and the average 343 
titers for each phage are shown. Bars indicate standard deviations. 344 
 345 
Host infectivity of Stx phages and construction of lysogens. 346 
Seventeen stx-negative E. coli O26:H11 strains and the E. coli K12 strain DH5α were 347 
evaluated using spot agar tests for their sensitivity to six filtered supernatants containing Stx 348 
phages (obtained after induction of strains H19, 5917/97, 3901/97, F46-223, 09QMA277.2, 349 
and 21765). The results obtained from the 102 different E. coli / Stx phage interactions tested 350 
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The 17 strains were not equally infected by Stx phages. One strain (64.36) was not sensitive 352 
to any of the six Stx phages, and two strains (09QMA04.2 and 09QMA355.2) were infected 353 
by only one Stx phage. By contrast, other strains such as 191.1, 5080/97 or 5021/97 were 354 
sensitive to all of the 6 Stx phages. Overall, 55 (54%) out the 102 E. coli / Stx phage 355 
interactions tested were positive for infection. Among the human strains, 68.7% were 356 
sensitive to Stx phages while only 40.7% of dairy strains were infected, a difference which 357 
was statistically significant (P = 0.008 with a chi2 test). In addition, the turbidity of the lysis 358 
area varied among the strains tested (Table 3). Clear lysis was obtained with DH5α in contrast 359 
to most stx-negative E.coli O26:H11 strains which generated more opaque lysis area.  360 
Phages Φ5917 and Φ3901m could infect 76.4 and 70.6% of stx-negative E. coli O26:H11, 361 
respectively, while phages ΦF46-223, Φ277.2 and Φ21765 could infect between 47 and 59% 362 
of stx-negative E. coli O26:H11. By contrast, phage ΦH19 infected only 23.5% of the stx-363 
negative E. coli O26:H11 strains. These differences between the phages were not significant 364 
however, except for phages Φ5917 and Φ3901m whose infectivity was significantly higher 365 
than that of the phage ΦH19 (P = 0.006 and P = 0.016 respectively with a chi2 test). Finally, 366 
the E. coli K12 strain DH5α used as a control was susceptible to infection with all the phages 367 
tested, showing marked lytic areas.  368 
  369 
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Table 3. Stx phage infectivity of E. coli hosts. 370 
     Phages    371 
Origina Strain ΦH19 Φ5917 Φ3901m ΦF46-223 Φ277.2 Φ21765 Total 372 
Dairy product 09QMA04.2 - - + - - - 1 373 
Dairy product 09QMA315.2 + ++ + - + - 4 374 
Dairy product 09QMA306.D - + - - + - 2 375 
Dairy product FR14.18 - + + - - - 2 376 
Dairy product 4198.1 - - + ++ ++ + 4 377 
Dairy product 191.1 + + + + + + 6 378 
Dairy product 64.36 - - - - - - 0 379 
Dairy product 09QMA355.2 - + - - - - 1 380 
Dairy product F61-523 - + - - ++ - 2 381 
Human (HUS) 5021/97 + + + + + + 6 382 
Human (HUS) 5080/97 + + +b + + ++ 6 383 
Human (HUS) 318/98 - - + + ++ - 3 384 
Human (HUS) 21474 - +c ++++d +++ ++ +++ 5 385 
Human (HUS) 21766 - + + - - + 3 386 
Human (NK) MB04 - + + + - + 4 387 
Human (NK) MB01 - + - + + + 4 388 
Human (HUS) 29690 - + ++ - - - 2 389 
K12 DH5αe ++++c ++++c ++++ ++++c ++++c +++ 6 390 
Total 18 5 14 13 9 11 9 391 
 392 
a HUS, Hemolytic Uremic Syndrome; NK, Not known 393 
b Presence of small lysis plaques instead of a confluent lysis area 394 
c Presence of a blurred halo around the lysis area 395 
d Net lysis with colonies in the lysis plaque 396 
e E. coli K12 strain was used as a control strain 397 
-, Non-detectable lysis in the spot area; ++++, clear lysis in the spot area; +++ to +, lysis 398 
increasingly opaque in the spot area 399 
 400 
Attempts to lyzogenize E. coli K12 strains DH5α and MG1655 with filtered 401 
supernatants containing Stx phages were then performed. Supernatants containing only an 402 
Stx1 phage (ΦH19) or only an Stx2 phage (Φ5917), obtained from the induction with MMC 403 
of H19 and 5917/97 strains, respectively, were tested, as well as a mix of both Stx1 and Stx2 404 
phages (Φ3901m) obtained from the induction with MMC of 3901/97 strain. A maximum 405 
decrease in DH5α bacterial viability was observed from -5.32 to -6.19 log10 in the presence of 406 
phages Φ5917 and Φ3901m, respectively, compared to the same conditions in the absence of 407 
phages, and similar results were observed with MG1655 (data not shown). By contrast only a 408 
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small decrease (< 1.01 log10) in DH5α bacterial viability was observed using phage ΦH19. 409 
Lysogens could only be obtained with Φ3901m, with both DH5α and MG1655 (data not 410 
shown), and these acquired the Stx2 phage but not the Stx1 phage (data not shown). For these 411 
two lysogens, PCR amplification of attL junction tested from their DNA was positive at the 412 
yecE site (data not shown), suggesting that the Stx2 phage integrated its genome into the 413 
bacterial chromosomal gene yecE. 414 
When the same lysogenization assays were conducted with four stx-negative E. coli O26:H11 415 
strains (318/98, 191.1, 5080/97 and 21766), there was no difference in bacterial 416 
concentrations in the presence or absence of phages, and no lysogens could be recovered (data 417 
not shown). This suggested to us some level of resistance to infection in liquid, although 418 
growth occurred in top-agar, as turbid plaques were obtained (see above). To test whether 419 
phage resistance was due to restriction/modification, the Stx2 phage Φ3901 was propagated 420 
on the stx-negative E. coli O26:H11 strain 21474 and this new stock was used for a 421 
lysogenization assay on strain 21474.No lysogens could be isolated either. However, after the 422 
adsorption step of phage Φ3901 on the 21474 strain, the mixture was positive for PCR 423 
amplification of the attL junction at the yecE site suggesting that lysogenic bacterial cells 424 
were present (data not shown).  425 
 426 
Electron microscopy. 427 
Six Stx phages, including an Stx1 phage (ΦH19), and five Stx2 phages (Φ5917, 428 
Φ3901, ΦF46-223, Φ277.2 and Φ21765) were plaque-purified and amplified on the MG1655 429 
K12 strain that is devoid of functional prophages (see Methods). The six purified Stx phages 430 
from STEC O26:H11 were observed by Transmission electron microscopy. Three different 431 
kinds of phages were identified (Fig. 3). Two phages (Φ3901 and ΦH19) presented an 432 
elongated (prolate) capsid measuring 42-52 nm wide and 106-121 nm long, with a long 433 
flexible tail of ca 190-209 nm, and were member of the Siphoviridae family (Fig. 3A and 3B). 434 
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Three phages (Φ11368, Φ5917 and Φ21765) showed a morphology of Siphoviridae, with a 435 
head of ca 44-64 nm diameter and a long tail of ca 150-195 nm (Fig. 3C, 3D and 3E). Finally, 436 
phage Φ2976-1 was also a member of the Siphoviridae family, with an isometric-head of ca 437 
56 nm diameter and a very long tail of ca 411 nm (Fig. 3F). 438 
 439 
Figure 3. Electron micrographs of Stx phage particles obtained from STEC O26:H11. 440 
Electron micrographs of six phages. (A) phage Φ3901; (B) phage ΦH19; (C) phage Φ11368; 441 
(D) phage Φ5917; (E) phage Φ21765; (F) phage Φ2976-1. (A) and (B), Stx phage particles 442 
with an elongated head and a long flexible tail. (C) to (E), Siphoviridae phages with a long 443 
tail. (F), Siphoviridae phage with a very long tail. Bars, 100 nm.  444 
  445 




In this study the level of Stx phages induction from 14 STEC O26:H11 was analyzed. 448 
Various strains were selected according to their origin (i.e. human and dairy) and Stx phages 449 
(i.e. Stx types 1 and 2, and insertion sites wrbA, yehV, yecE and sbcB), in order to evaluate the 450 
variability of Stx phages inducibility depending on these parameters. Induction of Stx phages 451 
was evaluated in spontaneous conditions as well as in the presence of an inducing agent, 452 
mitomycin C.  453 
All of the 14 (100%) STEC O26:H11 strains examined here contained inducible Stx 454 
phages and were capable of producing Stx phages both spontaneously and in the presence of 455 
MMC. Other studies showed that from 18% to 89% of STEC isolated from cattle or 456 
wastewaters and belonging to a wide variety of serotypes contained inducible Stx2 phages 457 
(35, 36).  458 
According to previous work, the concentrations of phage DNA obtained after 459 
induction are inversely proportional to the optical densities of the culture (35). This was also 460 
the case here although several exceptions were observed. For example, for strains 31132 and 461 
21765(1) which showed the same Stx2 phage concentration of ca 9 log10 GC/ml, the OD600 462 
values were 0.37 and 1.23, respectively. Conversely, for strains VTH7 and H19 whose OD600 463 
values were similar (i.e. 0.88 and 0.78 respectively), H19 produced hundred times more Stx1 464 
phage than VTH7. Although OD600 values might represent a good indicator of qualitative Stx 465 
phage induction, quantitative assessment using other assays seems therefore preferable.  466 
In this study, the induction levels of Stx phages in the presence of MMC were 467 
significantly 2 log10 higher than those obtained from spontaneous induction, and a higher 468 
induction was observed for Stx2 phages compared to Stx1 phages. This less pronounced 469 
effect of MMC on Stx1 production was also observed by Ritchie et al. (37). Moreover, it has 470 
been shown previously that spontaneous induction of Stx1 phages could be increased 471 
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significantly when STEC were grown in a low-iron medium (38) although no correlation was 472 
observed between Stx1 phage induction levels obtained in low-iron medium and in the 473 
presence of MMC (37). Finally, although the levels of Stx phages evaluated here showed a 474 
high variability, there was no significant difference in the Stx phage induction levels 475 
depending on the origin of the strains (human versus dairy), whatever the presence or absence 476 
of MMC. No difference were observed either according to the Stx phage insertion sites, 477 
except for the spontaneous induction which was higher for Stx phages inserted into yecE 478 
versus wrbA and yehV. Interestingly, strains with Stx2 phage integrated into yecE were 479 
described previously as highly virulent (13).  480 
Enumeration of Stx phages demonstrated that 13 out of 14 strains generated infectious 481 
phage particles capable of producing plaques on the E. coli DH5α recipient strain. As some 482 
Stx phages were also unable to generate isolated plaques, improvements of our protocol could 483 
be considered, as described by Islam et al. (39). In addition, the phage titers determined by 484 
plaque enumeration were lower than the concentrations of phage genomes determined by 485 
qPCR suggesting that only a fraction of phage particles were infectious, the remaining ones 486 
corresponding to defective particles which could not generate plaques. Nevertheless, despite 487 
this difference, the relative levels of Stx phages produced by the STEC O26:H11 strains and 488 
determined by both methods were in agreement.  489 
When considering the infectivity of different stx-negative E. coli O26:H11 strains 490 
towards a group of six Stx phages from STEC O26:H11, variability in sensitivity was 491 
observed as one stx-negative E. coli strain (64.36) was not infected by any six Stx phages 492 
while, at the opposite, three strains (191.1, 5080/97 and 5021/97) were sensitive to all Stx 493 
phages. This phenomenon was previously observed by Muniesa et al. with different serotypes 494 
of E. coli including the E. coli serogroup O26 strains for which 1 and 7 out 11 phages tested 495 
on strain 216 and 224, respectively, resulted in positive infection (40). Interestingly, a higher 496 
sensitivity of the human strains was observed here compared to the dairy strains. 497 
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When the lysogenic conversion was investigated, lysogenic E. coli DH5α and MG1655 498 
isolates could be obtained, with Stx2 phages integrated into yecE. However, all our attempts 499 
to lysogenize stx-negative E. coli O26:H11 strains failed. This could be due to a low 500 
frequency of lysogenization preventing the isolation of lysogenic strains on agar plates. 501 
Indeed, Bielaszewska et al. showed that three Stx2 phages lysogenized only two or three of 502 
six clinical stx-negative E. coli strains, with rates of lysogenization ranging from 1 x 10-7 to 6 503 
x 10-6 per recipient cell, i.e. 10x lower than that obtained with laboratory strain E. coli C600. 504 
More importantly, in the same study, only one out of four Stx1 phages was successful in 505 
lysogenization, and this event occurred with only one out of six clinical stx-negative E. coli 506 
strains, at a rate similar to that of Stx2 phages (23).  507 
The stx-negative E. coli strains tested in our study contained vacant Stx phage integration 508 
sites, indicating that availability of free insertion site was not the reason for the low 509 
lysogenization rates observed here. Interestingly, insertion of Stx phage genomes into the 510 
chromosome of an stx-negative E. coli O26:H11 strain (21474) could be demonstrated here by 511 
PCR amplification of attL junction at the yecE site within suspensions corresponding to a 512 
mixture of phage and recipient strain. This result suggested that Stx phage have the ability to 513 
lysogenize stx-negative E. coli O26:H11, presumably with a low frequency that did not allow 514 
the isolation of lysogens in the absence of selective pressure. Alternatively, it is also tempting 515 
to speculate that a certain degree of instability of Stx prophage might have prevented the 516 
isolation of lysogens. Indeed, although lysogenization of stx-negative E. coli such as 517 
Enteropathogenic E. coli (EPEC) and Enteroaggregative E. coli (EAEC or EAggEC) with Stx 518 
phages was shown previously (23, 41, 42), the stable Stx phage acquisition was also observed 519 
to rarely occur (23, 42).  520 
Finally 3 types of morphology were observed by electron microscopy among the six 521 
Stx phages analyzed. Two phages (Φ3901 and ΦH19) presented an elongated (prolate) capsid 522 
and a long flexible tail and were considered as Siphoviridae. The Stx1 phage ΦH19 studied 523 
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here was identical to Stx1 phage H-19B isolated from the strain (H19) and described 524 
elsewhere (43). The fact that Stx2 phage Φ3901 was also similar to the Stx1 phage H-19B 525 
indicated that phages harboring either an stx2 or an stx1 gene in their genomes can share a 526 
similar shape, as previously observed by Muniesa et al. (2003) (44). The second phage 527 
morphology observed here corresponded to the family of Siphoviridae and was shared by an 528 
Stx1 phage (Φ11368) and two Stx2 phages (Φ5917/97 and Φ21765). This morphology was 529 
similar to that of Stx2 phages previously observed (35, 40). Finally, the third type of phage 530 
morphology was found for phage Φ2976-1 and corresponded to a Siphoviridae with a very 531 
long tail of about 411 nm. This type of tail of a particularly large size was observed by Hoyles 532 
et al. for virus-like particles corresponding to bacteriophages and associated with human 533 
faecal or caecal samples (45). Altogether these results are consistent with previous reports, 534 
showing that there was no relationship between the presence of a particular stx variant and the 535 
morphology of the corresponding phage (36). This also confirmed the diversity of phage 536 
morphologies circulating in STEC population, and in STEC O26:H11 strains in particular. 537 
In conclusion, Stx1 and Stx2 phages of STEC O26:H11 are characterized by a high 538 
diversity with variations observed in their induction levels, morphologies and ability to infect 539 
E. coli strains. Interestingly, we noted that the lysogenization of stx-negative E. coli with Stx 540 
phages was a rare event requiring more appropriate conditions to successfully isolate stable 541 
lysogens. Molecular methods such as PCRq could represent alternative assays to identify and 542 
quantify lysogens within an E. coli population infected by Stx phages. 543 
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ACKNOWLEDGEMENTS 545 
We thank Patricia Mariani-Kurkdjian for supplying STEC O26:H11 human strains. 546 
We thank Nadine Belin and Emeline Cherchame for technical assistance. This work has 547 
benefited from the facilities and expertise of MIMA2 MET (UMR 1313 GABI, INRA, Equipe 548 
Plateformes, Jouy-en-Josas, France). We also thank the French National Reference 549 
Etude expérimentale – Chapitre 2 
123 
Laboratory and associated-NRC teams for E. coli for isolation of all field strains studied. This 550 
work was supported by funds from the Ministère de l’Agriculture, de l’Agroalimentaire et de 551 
la Forêt and the Association de Coordination Technique pour l’Industrie Agro-alimentaire 552 
(UMT-ARMADA). Ludivine Bonanno is the recipient of a doctoral fellowship (CIFRE No. 553 
2012/0975) co-financed by ACTALIA and the Association Nationale de la Recherche 554 
Technique (ANRT). This study was also supported by the National Interprofessional Center 555 




1. Karmali MA, Steele BT, Petric M, Lim C. 1983. Sporadic cases of haemolytic-560 
uraemic syndrome associated with faecal cytotoxin and cytotoxin-producing 561 
Escherichia coli in stools. Lancet 1:619-620. 562 
2. Tarr PI, Gordon CA, Chandler WL. 2005. Shiga-toxin-producing Escherichia coli 563 
and haemolytic uraemic syndrome. Lancet 365:1073-1086. 564 
3. EFSA. 2014. The European Union Summary Report on Trends and Sources of 565 
Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 2012. EFSA journal 566 
12:3547. 567 
4. Zimmerhackl LB, Rosales A, Hofer J, Riedl M, Jungraithmayr T, Mellmann A, 568 
Bielaszewska M, Karch H. 2010. Enterohemorrhagic Escherichia coli O26:H11-569 
Associated Hemolytic Uremic Syndrome: Bacteriology and Clinical Presentation. 570 
Semin Thromb Hemost 36:586-593. 571 
5. InVS. 2013. Surveillance du syndrome hémolytique et urémique post-diarrhéique 572 
chez les enfants de moins de 15 ans en France en 2013. 573 
6. Brooks JT, Sowers EG, Wells JG, Greene KD, Griffin PM, Hoekstra RM, 574 
Strockbine NA. 2005. Non-O157 Shiga toxin-producing Escherichia coli infections 575 
in the United States, 1983-2002. J Infect Dis 192:1422-1429. 576 
7. Espie E, Mariani-Kurkdjian P, Grimont F, Pithier N, Vaillant V, Francart S, de 577 
Walk H, Vernozy-Rozand C. 2006. Shiga-toxin producing Escherichia coli O26 578 
infection and unpasteurised cows cheese, France 2005, abstr The 6th International 579 
Symposium on Shiga Toxin (Verocytoxin) - producing Escherichia coli infections, 580 
Melbourne, Autralia, 2006.  581 
8. Ethelberg S, Smith B, Torpdahl M, Lisby M, Boel J, Jensen T, Molbak K. 2007. 582 
An outbreak of Verocytotoxin-producing Escherichia coli O26:H11 caused by beef 583 
sausage, Denmark 2007. Euro Surveill 12:E070531 070534. 584 
9. Smith HW, Green P, Parsell Z. 1983. Vero cell toxins in Escherichia coli and 585 
related bacteria: transfer by phage and conjugation and toxic action in laboratory 586 
animals, chickens and pigs. J Gen Microbiol 129:3121-3137. 587 
10. Schmidt H. 2001. Shiga-toxin-converting bacteriophages. Res Microbiol 152:687-588 
695. 589 
Etude expérimentale – Chapitre 2 
124 
11. O'Brien AD, Newland JW, Miller SF, Holmes RK, Smith HW, Formal SB. 1984. 590 
Shiga-like toxin-converting phages from Escherichia coli strains that cause 591 
hemorrhagic colitis or infantile diarrhea. Science 226:694-696. 592 
12. Scheutz F, Teel LD, Beutin L, Pierard D, Buvens G, Karch H, Mellmann A, 593 
Caprioli A, Tozzoli R, Morabito S, Strockbine NA, Melton-Celsa AR, Sanchez M, 594 
Persson S, O'Brien AD. 2012. Multicenter evaluation of a sequence-based protocol 595 
for subtyping Shiga toxins and standardizing Stx nomenclature. J Clin Microbiol 596 
50:2951-2963. 597 
13. Bonanno L, Loukiadis E, Mariani-Kurkdjian P, Oswald E, Garnier L, Michel V, 598 
Auvray F. 2015. Diversity of Shiga Toxin-Producing Escherichia coli (STEC) 599 
O26:H11 Strains Examined via stx Subtypes and Insertion Sites of Stx and EspK 600 
Bacteriophages. Appl Environ Microbiol 81:3712-3721. 601 
14. Boerlin P, McEwen SA, Boerlin-Petzold F, Wilson JB, Johnson RP, Gyles CL. 602 
1999. Associations between virulence factors of Shiga toxin-producing Escherichia 603 
coli and disease in humans. J Clin Microbiol 37:497-503. 604 
15. Zhang WL, Bielaszewska M, Liesegang A, Tschape H, Schmidt H, Bitzan M, 605 
Karch H. 2000. Molecular characteristics and epidemiological significance of Shiga 606 
toxin-producing Escherichia coli O26 strains. J Clin Microbiol 38:2134-2140. 607 
16. Herold S, Karch H, Schmidt H. 2004. Shiga toxin-encoding bacteriophages--608 
genomes in motion. Int J Med Microbiol 294:115-121. 609 
17. Kimmitt PT, Harwood CR, Barer MR. 2000. Toxin gene expression by shiga toxin-610 
producing Escherichia coli: the role of antibiotics and the bacterial SOS response. 611 
Emerg Infect Dis 6:458-465. 612 
18. Kohler B, Karch H, Schmidt H. 2000. Antibacterials that are used as growth 613 
promoters in animal husbandry can affect the release of Shiga-toxin-2-converting 614 
bacteriophages and Shiga toxin 2 from Escherichia coli strains. Microbiology 146 ( Pt 615 
5):1085-1090. 616 
19. Wong CS, Jelacic S, Habeeb RL, Watkins SL, Tarr PI. 2000. The risk of the 617 
hemolytic-uremic syndrome after antibiotic treatment of Escherichia coli O157:H7 618 
infections. The New England Journal of Medicine 342:1930-1936. 619 
20. Little JW, Mount DW. 1982. The SOS regulatory system of Escherichia coli. Cell 620 
29:11-22. 621 
21. Aksenov SV. 1999. Dynamics of the inducing signal for the SOS regulatory system in 622 
Escherichia coli after ultraviolet irradiation. Math Biosci 157:269-286. 623 
22. Aertsen A, Faster D, Michiels CW. 2005. Induction of Shiga toxin-converting 624 
prophage in Escherichia coli by high hydrostatic pressure. Appl Environ Microbiol 625 
71:1155-1162. 626 
23. Bielaszewska M, Prager R, Kock R, Mellmann A, Zhang W, Tschape H, Tarr PI, 627 
Karch H. 2007. Shiga toxin gene loss and transfer in vitro and in vivo during 628 
enterohemorrhagic Escherichia coli O26 infection in humans. Appl Environ Microbiol 629 
73:3144-3150. 630 
24. Karch H, Meyer T, Russmann H, Heesemann J. 1992. Frequent loss of Shiga-like 631 
toxin genes in clinical isolates of Escherichia coli upon subcultivation. Infect Immun 632 
60:3464-3467. 633 
25. Acheson DW, Reidl J, Zhang X, Keusch GT, Mekalanos JJ, Waldor MK. 1998. In 634 
vivo transduction with shiga toxin 1-encoding phage. Infect Immun 66:4496-4498. 635 
26. Bielaszewska M, Mellmann A, Zhang W, Kock R, Fruth A, Bauwens A, Peters G, 636 
Karch H. 2011. Characterisation of the Escherichia coli strain associated with an 637 
outbreak of haemolytic uraemic syndrome in Germany, 2011: a microbiological study. 638 
Lancet Infect Dis 11:671-676. 639 
Etude expérimentale – Chapitre 2 
125 
27. Muniesa M, Hammerl JA, Hertwig S, Appel B, Brussow H. 2012. Shiga toxin-640 
producing Escherichia coli O104:H4: a new challenge for microbiology. Appl 641 
Environ Microbiol 78:4065-4073. 642 
28. Madic J, Vingadassalon N, de Garam CP, Marault M, Scheutz F, Brugere H, 643 
Jamet E, Auvray F. 2011. Detection of Shiga toxin-producing Escherichia coli 644 
serotypes O26:H11, O103:H2, O111:H8, O145:H28, and O157:H7 in raw-milk 645 
cheeses by using multiplex real-time PCR. Appl Environ Microbiol 77:2035-2041. 646 
29. Anses. 2012. Surveillance des E. coli producteurs de shigatoxines (STEC) dans les 647 
denrées alimentaires en France (2005-2011). Bulletin épidémiologique 55:3-9. 648 
30. Trevisani M, Mancusi R, Delle Donne G, Bacci C, Bassi L, Bonardi S. 2014. 649 
Detection of Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli (STEC) in bovine dairy 650 
herds in Northern Italy. Int J Food Microbiol 184:45-49. 651 
31. Los JM, Los M, Wegrzyn G, Wegrzyn A. 2009. Differential efficiency of induction 652 
of various lambdoid prophages responsible for production of Shiga toxins in response 653 
to different induction agents. Microb Pathog 47:289-298. 654 
32. Kropinski AM, Mazzocco A, Waddell TE, Lingohr E, Johnson RP. 2009. 655 
Enumeration of bacteriophages by double agar overlay plaque assay. Methods Mol 656 
Biol 501:69-76. 657 
33. Madic J, Peytavin de Garam C, Vingadassalon N, Oswald E, Fach P, Jamet E, 658 
Auvray F. 2010. Simplex and multiplex real-time PCR assays for the detection of 659 
flagellar (H-antigen) fliC alleles and intimin (eae) variants associated with 660 
enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC) serotypes O26:H11, O103:H2, 661 
O111:H8, O145:H28 and O157:H7. J Appl Microbiol 109:1696-1705. 662 
34. Derzelle S, Grine A, Madic J, de Garam CP, Vingadassalon N, Dilasser F, Jamet 663 
E, Auvray F. 2011. A quantitative PCR assay for the detection and quantification of 664 
Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) in minced beef and dairy products. Int 665 
J Food Microbiol 151:44-51. 666 
35. Muniesa M, Blanco JE, De Simon M, Serra-Moreno R, Blanch AR, Jofre J. 2004. 667 
Diversity of stx2 converting bacteriophages induced from Shiga-toxin-producing 668 
Escherichia coli strains isolated from cattle. Microbiology 150:2959-2971. 669 
36. Garcia-Aljaro C, Muniesa M, Jofre J, Blanch AR. 2009. Genotypic and phenotypic 670 
diversity among induced, stx2-carrying bacteriophages from environmental 671 
Escherichia coli strains. Appl Environ Microbiol 75:329-336. 672 
37. Ritchie JM, Wagner PL, Acheson DW, Waldor MK. 2003. Comparison of Shiga 673 
toxin production by hemolytic-uremic syndrome-associated and bovine-associated 674 
Shiga toxin-producing Escherichia coli isolates. Appl Environ Microbiol 69:1059-675 
1066. 676 
38. Wagner PL, Livny J, Neely MN, Acheson DW, Friedman DI, Waldor MK. 2002. 677 
Bacteriophage control of Shiga toxin 1 production and release by Escherichia coli. 678 
Mol Microbiol 44:957-970. 679 
39. Islam MR, Ogura Y, Asadulghani M, Ooka T, Murase K, Gotoh Y, Hayashi T. 680 
2012. A sensitive and simple plaque formation method for the Stx2 phage of 681 
Escherichia coli O157:H7, which does not form plaques in the standard plating 682 
procedure. Plasmid 67:227-235. 683 
40. Muniesa M, Serra-Moreno R, Jofre J. 2004. Free Shiga toxin bacteriophages 684 
isolated from sewage showed diversity although the stx genes appeared conserved. 685 
Environ Microbiol 6:716-725. 686 
41. Schmidt H, Bielaszewska M, Karch H. 1999. Transduction of enteric Escherichia 687 
coli isolates with a derivative of Shiga toxin 2-encoding bacteriophage phi3538 688 
isolated from Escherichia coli O157:H7. Appl Environ Microbiol 65:3855-3861. 689 
Etude expérimentale – Chapitre 2 
126 
42. Tozzoli R, Grande L, Michelacci V, Ranieri P, Maugliani A, Caprioli A, 690 
Morabito S. 2014. Shiga toxin-converting phages and the emergence of new 691 
pathogenic Escherichia coli: a world in motion. Front Cell Infect Microbiol 4:80. 692 
43. Neely MN, Friedman DI. 1998. Functional and genetic analysis of regulatory regions 693 
of coliphage H-19B: location of shiga-like toxin and lysis genes suggest a role for 694 
phage functions in toxin release. Mol Microbiol 28:1255-1267. 695 
44. Muniesa M, de Simon M, Prats G, Ferrer D, Panella H, Jofre J. 2003. Shiga toxin 696 
2-converting bacteriophages associated with clonal variability in Escherichia coli 697 
O157:H7 strains of human origin isolated from a single outbreak. Infect Immun 698 
71:4554-4562. 699 
45. Hoyles L, McCartney AL, Neve H, Gibson GR, Sanderson JD, Heller KJ, van 700 
Sinderen D. 2014. Characterization of virus-like particles associated with the human 701 
faecal and caecal microbiota. Res Microbiol 165:803-812. 702 
Etude expérimentale – Chapitre 3 
127 
Chapitre 3. Etude de l’induction des phages Stx selon 
des facteurs relatifs aux procédés de fabrication des 
fromages et à la méthode d’isolement des STEC 
I. Article 3 
 
Bonanno, L., B. Delubac, V. Michel and F. Auvray. " Influence of stress factors in cheese-
making process and analytical STEC isolation procedure on the induction of Stx phages from 
STEC O26:H11 isolated from dairy products."  
Pour publication dans le journal Frontiers in microbiology  
 
I.1. Objectifs  
 
Après avoir analysé l’induction in vitro des phages Stx, spontanée et en présence d’un 
agent inducteur fort, l’étude suivante avait pour objectif d’évaluer l’induction des phages Stx 
selon des conditions relatives aux procédés de fabrication des fromages mais aussi au 
processus analytique d’isolement des STEC. 
En effet, lors du procédé de fabrication des fromages, certaines étapes peuvent 
engendrer des stress bactériens et entrainer l’induction des phages Stx. Ces stress peuvent être 
oxydatif ou acide. Ils sont dus à la libération par les autres bactéries présentes dans le fromage 
de composants oxydants, tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), ou d’acide lactique, 
entrainant l’acidification du milieu. L’étape consistant à ajouter du sel au fromage pour 
améliorer sa saveur et sa conservation peut aussi avoir un impact sur l’induction des phages 
Stx. Enfin, certains traitements thermiques tels que le chauffage à 42°C ou bien l’étape 
d’affinage à 9°C, peuvent aussi être des facteurs de stress pour les bactéries et déclencher des 
réponses cellulaires, entrainant l’induction des phages Stx. 
Dans un second temps, nous nous sommes aussi interrogés quant à l’impact, sur 
l’induction des phages Stx, du processus analytique d’isolement des STEC. Ce processus est 
décrit par le Laboratoire National de Référence (LNR) et basé sur la spécification technique 
XP CEN ISO/TS 13136. En effet, des études ont montré que lors de ce processus, des 
bactéries AEEC peuvent être isolées à partir d’un aliment contaminé et positif pour le gène stx 
par PCR. Les STEC ne sont, en revanche, pas retrouvés. Une hypothèse serait que ces 
souches AEEC étaient au départ des STEC, qui ont ensuite perdu leurs phages Stx au cours de 
Etude expérimentale – Chapitre 3 
128 
la méthode d’isolement. Par ailleurs, l’induction des phages Stx pourrait provoquer la lyse des 
STEC et conduire à des résultats faux-négatif. 
Dans cette étude, quatre composants chimiques utilisés dans la méthode ont été testés 
pour évaluer leur impact sur l’induction des phages Stx. L’acriflavine et la novobiocine en 
font partie et sont utilisées comme supplément dans le milieu d’enrichissement mTSB à partir 
d’échantillons de fromages et de viandes, respectivement. De plus, le milieu d’enrichissement 
mTSB est un bouillon à base de triptone soja modifié avec 1,5g/l de sels biliaires. Pour finir, 
l’étape d’isolement des souches s’effectue sur des géloses spécifiques dont la gélose CT-
RMAC utilisée pour l’isolement des STEC du sérogroupe O26. Cette gélose contient un 
mélange de Céfixime-Tellurite (C-T) qui a été testé, dans cette étude, pour son éventuelle 
capacité à induire les phages Stx. 
 
Trois souches STEC O26:H11 d’origine laitière ont été sélectionnées pour cette étude. 
Ces trois souches possèdent respectivement le gène stx1 (2976-1), stx2 (F46-223) ou les deux 
gènes simultanément (09QMA277.2; cette souche est dite « double lysogène »). Des 
protocoles d’induction des phages Stx ont été mis au point à partir des protocoles 
précédemment développés. Puis, la quantité de phages Stx produits a été déterminée selon la 
méthode par PCR en temps réel. 
 
I.2. Résultats et discussion 
I.2.1. Effets de différents facteurs relatifs aux procédés de fabrication de 
fromages 
 
Les différents composés relatifs aux procédés de fabrication de fromages ont été 
ajoutés à une culture de STEC en phase exponentielle de croissance dans du milieu LB selon 
les concentrations suivantes : l’acide lactique à 0,05%, 0,5%, 1,5% ou 3% ; le peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) à 0,25mM et 3mM ; et le NaCl à 3% final (tenant compte de la 
concentration de NaCl déjà présente dans le milieu de culture LB). Le stress thermique à 
quant à lui été évalué par la réalisation d’une culture de STEC à 9°C et 42°C, en comparaison 
d’une culture à 37°C. 
Les résultats ont montré que le peroxyde d’hydrogène à 3mM augmente la production 
des phages Stx, en moyenne, de 1,2 log10 par rapport à la production spontanée (en absence 
d’agents inducteurs). Cela est vrai pour les trois souches, et pour une concentration de H2O2 à 
0,25mM. Cet effet a déjà été observé dans la littérature, pour le sérotype O157:H7, confirmant 
les résultats de cette étude.  
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Le NaCl à 3% augmente la production des phages Stx1 issus de la souche stx1+ 
(2976-1) de 1,33 log10 par rapport à la condition témoin (induction spontanée). En revanche, 
aucune augmentation d’induction n’a été mise en évidence pour les phages Stx2 provenant de 
la souche stx2+ (F46-223), ni pour les phages Stx1 et Stx2 issus de la souche double lysogène 
(09QMA277.2). Des études ont montré qu’en présence de NaCl à 2%, l’induction de phages 
Stx2 était observable, tandis qu’à 3%, l’induction n’avait pas lieu en raison d’une inhibition 
du système SOS. Si la présence de NaCl à 3% inhibe la réponse SOS, on pourrait imaginer 
alors que l’induction des phages Stx1 de la souche 2976-1 serait due à une autre réponse telle 
que la voie RecA-indépendante (voir page 56).  
L’utilisation de l’acide lactique à 0,05% n’a pas d’impact sur l’induction des phages 
Stx, tandis, qu’à 0,5%, une légère diminution de la production des phages Stx a été observée 
et aucun phage n’a été détecté en présence de 1 et 3% d’acide lactique. Ceci est en accord 
avec des résultats issus de la littérature montrant qu’à pH acide, l’induction était inhibée. 
Pour finir, l’évaluation d’une induction à différentes températures de culture a montré 
qu’à 9°C, la production de phage Stx est diminuée par rapport à une culture à 37°C, 
probablement en raison d’une croissance bactérienne ralentie. Des résultats similaires ont été 
observés à 42°C, mais cette diminution était moins marquée qu’à 9°C. En revanche, il a été 
mis en évidence que la diminution de la production des phages Stx concernait plus 
particulièrement les phages Stx2. Enfin, aucun effet, de la température, n’a été observé sur la 
production de phage Stx1 de la souche double lysogène. 
 
I.2.2. Effets des facteurs relatifs au processus analytique d’isolement des 
STEC 
 
L’analyse de différents composants chimiques utilisés dans la méthode d’isolement 
des STEC a montré que le mélange Céfixime-Tellurite (à 0,05mg/l de Céfixime et 2,5mg/l de 
Tellurite) ainsi que la novobiocine (20 mg/l), n’avaient pas d’impact sur la production des 
phages Stx, excepté pour la souche double lysogène, pour laquelle la novobiocine a entrainé 
une diminution de la production du phage Stx1 de 1,56 log10. De plus, il a aussi été mis en 
évidence que l’acriflavine (12 mg/l) entrainait une diminution de la production des phages 
Stx1, mais uniquement pour la souche 2976-1. Des expériences similaires réalisées avec deux 
autres souches stx1+ (10d et 09QMA245.2), n’ont permis d’observer ce même effet que pour 
l’une d’entre elles (10d). Sachant qu’il existe un gène responsable de la résistance à 
l’acriflavine, acrA, ce gène pourrait être muté dans les souches 2976-1 et 10d les rendant ainsi 
sensibles à l’acriflavine. De plus, on sait qu’une mutation dans ce gène entraine une 
sensibilité à la mitomycine C, ce qui pourrait expliquer la différence de production de phages 
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Stx1 observée précédemment. En effet, les souches 2976-1 et 10d ont la particularité de 
produire plus de phages Stx1 que les souches 09QMA277.2 et 09QMA245.2. Les souches 
09QMA277.2 et 09QMA245.2 pourrait donc posséder un gène acrA sauvage expliquant 
qu’elles seraient moins inductibles à la mitomycine C. 
Pour finir, la production de phages Stx en présence de sels biliaires à 1,5g/l n’a pas pu 
être quantifiée par PCR en raison d’un effet inhibiteur sur la PCR. En revanche, l’analyse de 
la densité optique de la culture bactérienne à 600nm, a montré une légère diminution de la 
densité bactérienne. Ceci suggèrerait que les sels biliaires auraient un impact sur la croissance 




Durant le processus de fabrication des fromages, les bactéries sont soumises à plusieurs stress. 
En effet, elles subissent d’abord un stress acide, dû à la production de lactate, qui peut être 
accompagné d’un stress oxydatif lié à la production de H2O2, par d’autres bactéries. A ce 
stade, les STEC se développent relativement bien. En fin de fabrication, les bactéries sont 
ensuite soumises au stress salin et leur croissance a, de plus, cessé. Il est donc probable que 
des phages Stx soient induits durant certaines étapes de fabrication. Ils se retrouvent ainsi 
libres dans le fromage, et pourraient infecter d’autres bactéries non pathogènes.  
En revanche, les facteurs relatifs à la méthode d’isolement des STEC n’entrainent pas de 
réelle induction des phages Stx mais des variations ont été observées entre les différentes 
souches testées.  
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ABSTRACT 18 
The producing Escherichia coli Shiga toxin (STEC) are responsible for human 19 
infections, ranging from mild watery diarrhea to hemorrhagic colitis (CH) may be 20 
complicated by hemolytic uremic syndrome (HUS), sometimes fatal. STEC are usually worn 21 
by cattle and transmission to humans occurs mainly through the ingestion of contaminated 22 
food of animal origin (meat, milk, cheese) and vegetable (salads, sprouts ...). The main STEC 23 
virulence factor is Shiga toxin encoded by the stx gene, localized in the genome of a 24 
bacteriophage integrated into the bacterial chromosome. The serotype O26:H11 was the 25 
second serotype causing HUS in the world (after O157:H7), and the first found in dairy 26 
product. Although a small number of cases of HUS caused by serotype O26:H11 was 27 
identified each year in France, the consumption of raw milk cheeses contaminated with STEC 28 
O26:H11 should not be excluded. The aim of this study was to evaluate the induction rate in 29 
vitro of different Stx phages from three dairy strains of STEC O26:H11 in the presence of 30 
various inducing agents, compared to their spontaneous production. The potential inducing 31 
agents studied were related to cheese-making process and included H2O2, NaCl, lactic acid 32 
and temperature. In addition, selective agents from the analytical STEC isolation procedure 33 
based on the technical specification XP CEN ISO/TS 13136 were also tested, including 34 
novobiocin, acrifavin, cefixim-tellurite and bile salts. Except for H2O2, no impact of physico-35 
chemical factors from the cheese-making process was observed on Stx phage induction. The 36 
analytical STEC isolation procedure had no effect either except for acrifavin which reduced 37 
Stx1 phage production. 38 
 39 
INTRODUCTION 40 
Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) O26:H11 were first identified as 41 
causes of hemolytic uremic syndrome (HUS) in 1983 (Karmali et al., 1983;Tarr et al., 2005). 42 
They correspond to one of the most commonly isolated non-O157:H7 serotype worldwide, 43 
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accounting for 12% of all clinical enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) in Europe in 2012 44 
(Zimmerhackl et al., 2010;EFSA, 2014) and for 22% of clinical non-O157 EHEC isolates in 45 
the United States between 1983 and 2002 (Brooks et al., 2005). Transmission of STEC 46 
O26:H11 to humans occurs through food, water and direct contact with or animals and their 47 
environment. In 2005, in France, STEC O26:H11 was involved in an outbreak that included 48 
16 HUS cases and was linked to consumption of contaminated unpasteurized Camembert 49 
cheese (Espie et al., 2006). Since the early 2000s, The French institute for public health 50 
surveillance (InVS) has observed a significant increase in France in the proportion of reported 51 
HUS cases due to non-O157 serogroups, with 11% of HUS cases caused by the serogroup 52 
O26 over the period 1996-2013 (InVS, 2013). 53 
Shiga toxin, the main virulence factor of STEC, is encoded by stx genes within the 54 
genome of a prophage (Stx phages) located in the bacterial chromosome (Smith et al., 55 
1983;O'Brien et al., 1984;Schmidt, 2001). Two Stx groups, Stx1 and Stx2, have been 56 
identified, each divided into 3 (a, c and d) and 7 subtypes (a-g), respectively (Scheutz et al., 57 
2012). The first Stx1 phage described was phage H19B which was isolated from a clinical 58 
EHEC O26 strain (Smith et al., 1983). Stx phages are inducible from the host strain by DNA-59 
damaging agents such as antibiotics (Kimmitt et al., 2000;Kohler et al., 2000), which trigger 60 
the SOS response of E. coli (Little and Mount, 1982) and result in the derepression of phage 61 
lytic genes, lysis of the bacterial host cells and release of the phage particles. Recently we 62 
described the induction of Stx phages from STEC O26:H11 with mitomycin C, and showed 63 
that Stx2 phages were more inducible than Stx1 phages (Bonanno et al., 2015).  64 
Exposure of STEC to other stress full agents such as NaCl, temperature, hydrogen 65 
peroxide and pH can also lead to Stx prophage activation (Los et al., 2009;Los et al., 66 
2010;Harris et al., 2012;Imamovic and Muniesa, 2012). Stx phage induction in food could 67 
result in the presence of free phage particles. The density of Stx phages can reach 1.27 x 104 68 
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stx gene copies (GCs) and 2.3 x 103 stx GCs in 25 g of food in minced beef and salad, 69 
respectively (Imamovic and Muniesa, 2011).  70 
 71 
In Europe screening of STEC within the framework of official controls is carried out 72 
according to the technical specification XP CEN ISO/TS 13136 (ISO, 2012). This method 73 
includes an enrichment step of food samples in the presence of selective agents (such as 74 
acriflavin, novobiocin and bile salts) in order to allow the growth of STEC and obtain STEC 75 
detectable levels preferentially higher relative to background microorganisms. Imamovic et 76 
al., (2011) also demonstrated a significant increase in the densities of Stx phages after 77 
incubation in an enrichment culture in average of 3 log10 for 52 to 56% of minced beef 78 
samples and 39 to 65% of salad samples (Imamovic and Muniesa, 2011). Presence of free Stx 79 
phage might interfere with the analysis of food samples for contamination by STEC. When 80 
testing food samples by PCR for the presence of stx gene can lead to high amount of stx-81 
positive samples which are not confirmed by STEC isolation. In addition, stx-negative E. coli 82 
also named attaching and effacing E. coli (AEEC) can be isolated, suggesting a possible loss 83 
of Stx phage during the STEC isolation step. Effectively, STEC O26:H11 have the 84 
particularity to frequently lose and acquire Stx phages (Karch et al., 1992;Bielaszewska et al., 85 
2007). 86 
In this study, the level of Stx phage induction from three STEC O26:H1 strains was 87 
analyzed in conditions related to the cheese-making process and to the analytical STEC 88 
isolation procedure. Induction level of Stx phages was quantified by qPCR and compared 89 
according to the Stx types Stx1 and Stx2. 90 
 91 
 92 
MATERIALS AND METHODS 93 
Bacterial strains. 94 
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 Three STEC O26:H11 strains (2976-1, F46-223 and 09QMA277.2), isolated from 95 
dairy products and containing stx1, stx2 and both stx1 and stx2 genes, respectively, were used 96 
in this study. E. coli strains were cultivated in Lysogeny broth (LB) at 37°C.  97 
 98 
Bacteriophage induction. 99 
An overnight culture of STEC O26:H11 was inoculated at 2% in a fresh LB medium 100 
with 5mM of CaCl2 and incubated at 37°C. At the exponential growth phase (OD600 of 0.3), 101 
cultures were further incubated at 37°C for 24 h with shaking at 240 rpm, in the presence of 102 
inducing agents (listed below). The rate of phage production was evaluated by measuring 103 
OD600 of induced and non-induced cultures. All cultures were centrifuged at 7,200 x g for 10 104 
min, and the supernatants were filtered through low-protein-binding 0.22 µm-pore-size 105 
membrane filters (Millex-GP PES; Millipore) for phage purification.  106 
The factors linked to cheese manufacturing studied for their impact on Stx phage 107 
induction were lactic acid at 0.05, 0.5, 1.5 and 3%, hydrogen peroxide (H2O2) at 0.25 and 3 108 
mM, salt (NaCl) at a final concentration of 3% (taking into account NaCl from the LB broth). 109 
The effect of temperature, 9°C and 42°C, was also tested.  110 
Other studied factors related to the analytical STEC isolation procedure included 111 
acriflavin (12 mg/l), novobiocin (20 mg/l) and bile salts (1.5 g/l). Finally, the supplement, 112 
cefixime-tellurite (C-T; 0.05 mg/l and 2.5 mg/l), used for the isolation of STEC belong the 113 
O26 serogroup in the Rhamnose MacConkey agar (RMAC) (Hiramatsu et al., 2002) was also 114 
evaluated for its ability to induce Stx phage.  115 
A culture without inducing agent to represent the spontaneous induction of Stx phages was 116 
performed as a control. These experiments were performed in duplicate. 117 
 118 
Quantification of Stx phage by quantitative PCR. 119 
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Filtered supernatants obtained after Stx phage induction were treated with DNase 120 
using the Turbo DNA-free™ kit (Ambion®, life technologies) and phage DNA was released 121 
by heat treatment for 10 min at 100°C. Quantitative PCR (qPCR) assays targeting stx1 and 122 
stx2 genes, was then used with the LightCycler® 480 instrument (Roche Diagnostics) as described 123 
by Derzelle et al. (Derzelle et al., 2011), with minor modifications as follows. The amplification reaction 124 
mixture contained 1X LightCycler® 480 Probes Master mix (Roche Diagnostics), 500 nM of each 125 
primer (stx1B-for, stx1-rev, stx2-for, stx2-rev), and 200 nM of each probe (stx1- and stx2 probes). 126 
Three microliter of extracted DNAs were used as templates in qPCR. Linearity and limit of 127 
quantification of the qPCR assay was formerly determined by using calibrated suspensions of 128 
STEC corresponding to dilutions of pure cultures of stx1 and stx2-positive control EDL933 129 
strain containing both stx1 and stx2 genes. The amplification efficiency (E) was calculated 130 
using the following equation: E = 10-1/s -1, where s is the slope of the linear regression curve 131 
obtained by plotting the log genomic copy numbers of E. coli strains in the PCR reaction 132 
against Ct values. The cycle threshold value (Ct) was defined as the PCR cycle at which the 133 
fluorescent signal exceeded the background level. The Ct was determined automatically by 134 
the Lightcycler 480 software with the second derivative maximum method and the stx1 and 135 
stx2 gene copy numbers were calculated from the standard curve.  136 
 137 
RESULTS AND DISCUSSION 138 
Four factors related to the cheese manufacturing were selected in this study and tested 139 
for their ability to induce Stx phages. Lactic acid (at different concentrations) was used to 140 
mimic acid stress provoked by lactic bacteria during the coagulation step. Salt (NaCl) at 3% 141 
was tested due to its role in the conservation and flavor enrichment step. Hydrogen peroxide 142 
(H2O2, at different concentrations) was used to mimic oxidative stress caused by other 143 
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bacteria present in the cheese. Finally, the initial milk heating step and final refinement 144 
(cooling) step were tested by performing bacterial growth at 42°C and 9°C, respectively.  145 
When STEC were grown in the presence of H2O2 3 mM an increase in the concentrations of 146 
Stx phages was observed, i.e. between 0.78 and 1.68 log10 stx genes copies per milliliter 147 
(GCs/ml) compared to the spontaneous induction (Table 1). This result was in agreement with 148 
previous reports which described the inducing effect of Stx phages by H2O2 3mM (Los et al., 149 
2009;Los et al., 2010).  150 
Interestingly, NaCl 3% induced Stx1 phage from 2976-1 strain by more than 1 log10 GCs/ml 151 
compared to uninduced conditions, but this was not the case for the Stx2 phage from F46-226 152 
strain, nor for both Stx1 and Stx2 phages from 09QMA277.2 strain (Table 1). Harris et al. 153 
described that NaCl 3% inhibited Stx phage induction presumably because of the inhibitory 154 
effect of 3% salt on vital physiological processes (Harris et al., 2012). On the other hand, they 155 
also demonstrated that the presence of a salt concentration (2%) equivalent to that found in 156 
the meat processing process induced Stx phages (Harris et al., 2012). Moreover, Wagner et al. 157 
demonstrated that Stx1 phages induction could be regulated by RecA-independent pathway 158 
and not therefore by the SOS response (Wagner et al., 2002). In this study, Stx phage 159 
induction did not occur in the presence of NaCl 3% except for Stx1 phage from 2976-1 strain. 160 
Whether this strain uses the alternative RecA-independent induction system remains to be 161 
determined. This phenomenon was not observed for the Stx1 phage from 09QMA277.2 which 162 
possesses two Stx phage (Stx1 and Stx2). However, when two Stx prophages are integrated 163 
into the bacterial chromosome, the production of Shiga-toxin and the activation rate of the 164 
lytic cycle of phage each are greatly reduced (Muniesa et al., 2003;Serra-Moreno et al., 2008).  165 
The presence of lactic acid at 0.05% did not result in Stx phage induction and a slight 166 
decrease in Stx phage production was even observed with 0.5% lactic acid (Table 1). 167 
Moreover, no Stx phages were detected with higher concentrations of lactic acid such as 1.5 168 
and 3% (data not shown). This is in agreement with a previous study by Imamovic et al. 169 
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which showed that when the pH is lower than 5.5, inhibition of the induction of Stx phages 170 
could be observed, even in the presence of mitomycin C (Imamovic and Muniesa, 2012). In 171 
addition, stx gene transcription was shown to be very low or nonexistent in pH 5.5 (Olesen 172 
and Jespersen, 2010), consistent with Stx phage repression at low pH. This phenomenon 173 
could be linked to the RpoS system involved in the survival of bacteria triggered by acid 174 
stress (Cheville et al., 1996).  175 
Finally, incubation of STEC at a low temperature (9°C) revealed an important decrease in the 176 
amount of Stx phages of -0.71 to -2.16 log10 GCs/ml compared to incubation at 37°C (Table 177 
2). This reduction was higher for Stx2 phages, -1.62 and -2.16 log10 GCs/ml than for Stx1 178 
phage, -0.71 log10 GCs/ml only from 2976-1 strain. However, at 9°C the bacterial growth was 179 
slowed (i.e. OD600 decrease of ca 0.9 units) which could explain that at this temperature Stx 180 
phages production was lower (data not shown). 181 
Similar results were obtained at 42°C but less markedly (Table 2). In fact, the reduction was 182 
between -0.28 and -1.36 log10 GCs/ml and is was more pronounced for Stx2 phages. 183 
Interestingly, the amount of Stx1 phages from the double lysogenic strain 09QMA277.2 was 184 
equivalent for the three conditions of temperature tested (9, 37 and 42°C). A previous study 185 
showed that the temperature has an effect on the induction of Stx phage but in the presence of 186 
inducing agents such as mitomycin C, UV irradiation and H2O2. It was demonstrated that at 187 
30°C, the induction efficiency is lower than 37°C whereas at 43°C, it was considerably 188 
increased (Los et al., 2009).  189 
The analytical STEC isolation procedure based on the technical specification XP CEN 190 
ISO/TS 13136 relies on the use of several selective agents. Acriflavin (at 12 mg/l) and 191 
novobiocin (at 20 mg/l) are used for STEC isolation from cheese and meat, respectively. They 192 
are added to the enrichment medium, triptic soy broth (TSB) modified with bile salts at 1.5 g/l 193 
(mTSB). Moreover, the supplement cefixime-tellurite (C-T, at 0.05 mg/l and 2.5 mg/l, 194 
respectively) is used for the isolation of STEC O26 onto Rhamnose MacConkey agar (CT-195 
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RMAC) (Hiramatsu et al., 2002). This aim of these specific culture media is to allow the 196 
enrichment and isolation of STEC from the background microflora. The presence of C-T had 197 
no effect on Stx phage induction (Table 1).  198 
It was also the case for novobiocin and acriflavin, with two exceptions. Stx1 phage production 199 
from 09QMA277.2 was reduced by -1.56 log10 GCs/ml in the presence of novobiocin 200 
compared to spontaneous condition (Table 1). And Stx1 phage production from 2976-1 strain 201 
reduced by -1.06 log10 GCs/ml in the presence of acriflavin (Table 1). An additional test 202 
performed with two other stx1-positive STEC O26:H11 strains (10d and 09QMA245.2) 203 
showed also a decrease of Stx1 phage production of 0.93 log10 GCs/ml but only for one strain 204 
(10d) (data not shown). Distinct genetic backgrounds for strains tested could explain on the 205 
differences observed in Stx phage production in response to acriflavin. Acriflavin was shown 206 
to induce cell wall changes in Staphylococcus aureus (Kawai and Yamagishi, 2009). 207 
Moreover, it has the capacity to bind on the cell wall of E. coli and the acriflavin-binding 208 
capacity was controlled by the acrA gene of Escherichia coli. A mutation of acrA gene leads 209 
to sensitivity not only to acriflavin but also to mitomycin C (Nakamura and Shinya, 1985). 210 
This observation may suggest differences in arcA gene and acriflavin sensitivity in 2976-1 211 
and 10d strains on one hand and 09QMA277.2 and 09QMA245.2 strains on the other hand. 212 
Moreover, these differences might also explain the higher production of Stx1 phage observed 213 
elsewhere for 2976-1 and 10d strains compared to 09QMA277.2 and 09QMA245.2 strains, in 214 
the presence of mitomycin C (Bonanno et al., 2015).  215 
Finally, induction of Stx phage by bile salts at 1.5 g/l could not be not quantified by qPCR 216 
due to the inhibition of PCR by bile salts. However, a slight decrease of OD600 (of -0.13 to -217 
0.57 units) was observed with bile salts at 1.5 g/l for the three strains tested (data not shown) 218 
might suggest induction of Stx phages or simply inhibition of bacterial growth.  219 
 220 
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Table 1. Stx phage production in the presence of various compounds related to the 221 
cheese-making process and analytical STEC isolation procedure. 222 
 223 
 STEC O26:H11 strain (type of Stx phage) 224 
Induction condition 2976-1 F46-223 09QMA277.2  225 
 (Stx1) (Stx2) (Stx1) (Stx2) 226 
Spontaneous  227 
Without inducing agent a 5.25 6.70 6.20 6.13 228 
Cheese-making process b     229 
H2O2 (3 mM) +1.68 +1.22 +1.38 +0.78 230 
Lactic acid (0.05%) +0.18 +0.03 +0.28 +0.21 231 
Lactic acid (0.5%) -0.39 -1.34 -1.48 -0.98 232 
NaCl (3%) +1.33 +0.10 +0.43 +0.33 233 
Analytical STEC isolation procedure b     234 
Acriflavin (12 mg/l) -1.06 +0.53 -0.09 +0.71 235 
Novobiocin (20 mg/l) +0.10 +0.06 -1.56 +0.15 236 
C-T (0.05 mg/l; 2.5 mg/l) c +0.33 +0.14 -0.11 +0.02 237 
 238 
a Amount of Stx phages production expressed to log10 stx genes copies per milliliter (GCs/ml). 239 
b Data correspond to the difference between the amount of Stx phages produced in the various 240 
tested conditions and the amount of Stx phages produced spontaneously. The results were 241 
expressed to log10 stx genes copies per milliliter (GCs/ml). 242 
c C-T, Cefixime-Tellurite mix at respectively 0.05 mg/l and 2.5 mg/l. 243 
The data were obtained from two independent analyses, and the average copy numbers for 244 
each phage DNA are shown. 245 
  246 
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Table 2. Stx phage production at high (42°C) and low (9°C) temperature. 247 
 248 
 STEC O26:H11 strain (type of Stx phage) 249 
Temperature condition 2976-1 F46-223 09QMA277.2  250 
 (Stx1) (Stx2) (Stx1) (Stx2) 251 
Reference temperature 252 
37°C a 5.47 7.69 5.44 7.09 253 
Temperature variation b 254 
9°C -0.71 -2.16 +0.60 -1.62   255 
42°C  -0.28 -1.36 +0.63 -0.71 256 
 257 
a Amount of Stx phages production expressed as log10 stx genes copies per milliliter (GCs/ml). 258 
b Data correspond to the difference between the amount of Stx phages quantified at the tested 259 
low or high temperature with that tat the reference temperature. The results were expressed 260 
to log10 stx genes copies per milliliter (GCs/ml). 261 
The data were obtained from two independent analyses, and the average copy numbers for 262 
each phage DNA are shown. 263 
 264 
CONCLUSION 265 
In this study, we demonstrated that oxidative stress that may occur during the cheese-266 
making process could induce Stx phages in vitro. Consequently, Stx phages could be present 267 
as free particles in cheeses and could infect other E. coli strains from the microflora. 268 
Concerning the analytical STEC isolation procedure based on the technical specification XP 269 
CEN ISO/TS 13136, no real effect on the Stx phages induction was observed. However, it 270 
should be noted that all these factors were tested separately. Combining these factors is 271 
therefore needed to conclude about the capacity of the enrichment and isolation steps to 272 
induce Stx phages.  273 
Consequently, the presence of AEEC isolated from food samples identified as "stx +" by PCR 274 
may not derive from STEC by loss of their Stx phage during the enrichment or isolation 275 
procedure.  276 
If AEEC do not derive from STEC during the analytical procedure, another explanation 277 
would be that they co-exist in food and that, over the time, or during the analytical process, 278 
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AEEC overgrow STEC leading to their isolation to the detriment of STEC. Whether STEC 279 
lysis is triggered by Stx phage induction during the analytical procedure and thus contribute to 280 
STEC isolation failure should also be investigated. 281 
Moreover, the carriage of Stx phages by non-E.coli species such as Shigella dysenteriae type 282 
1, Shigella sonnei and occasionally other Enterobacteriaceae (Citrobacter freundii and 283 
Enterobacter cloacae) (Herold et al., 2004) could be responsible for PCR stx-positive samples 284 
without further confirmation by STEC isolation. 285 
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II. Travaux complémentaires de l’article 3 
 
Des travaux complémentaires ont été réalisés en lien avec l’article 3 et dans le cadre 
du projet STECLAIT dont les partenaires sont : ACTALIA, VetAgroSup, l’INRA d’Aurillac, 
l’institut de l’élevage et le pôle fromager AOC Massif Central. Ce projet avait pour but 
d’améliorer les connaissances sur les STEC d’origine laitière : détermination des profils 
PFGE d’un grand nombre de souches d’origine laitière et non laitière, profil de virulence et 
comportement en technologie fromagère. Pour ce dernier point, les expérimentations réalisées 
ont permis de quantifier, in situ l’induction des phages Stx libres dans des échantillons de 
fromages produits à partir de laits artificiellement contaminés par des STEC. 
Cependant, ces expérimentations ont nécessité de déterminer au préalable le seuil de détection 
des phages Stx dans les fromages. 
 
II.1. Détermination du seuil de détection des phages Stx dans les fromages 
 
Pour déterminer ce seuil, un fromage au lait pasteurisé (Saint Nectaire) a été artificiellement 
contaminé par un phage Stx2, issu de la souche 5917/97, à des concentrations connues. Pour 
cela, 10g de fromage ont été mixés dans un « waring blendeur » (mixeur) avec 90ml d’eau 
peptonée et 1ml de phage Stx2 à diverses concentrations décroissantes, de 106 à 102 GC/ml 
(concentrations finales dans le mélange). Les fromages ont été mixés une première fois à 
vitesse maximale durant 20s puis deux fois à vitesse minimale durant 20s. Deux échantillons 
pour chaque broyat ont ensuite été prélevés, puis centrifugés à 8000 x g pendant 10min à 4°C 
et les surnageants ont été récupérés et filtrés sur des membranes à faible rétention des 
protéines et avec des pores de 0,22µm de diamètre (Millex-GP PES ; Millipore). Les filtrats 
ont ensuite été traités à la DNase avec le kit Turbo-DNA free™ (Ambion®, life technologies) 
puis l’extraction de l’ADN de phages a été réalisée par un traitement thermique à 100°C 
pendant 10min. Le dosage des phages Stx2 a ensuite été déterminé grâce à l’amplification du 
gène stx2 par PCR quantitative (PCRq) et effectué en duplicat. Les résultats ont montré que le 
seuil de détection des phages Stx par PCRq se situe à 1,37.104 copies/ml ou 1,37.105 copies/g 
de fromage.  
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II.2. Induction des phages Stx durant les phases de transformation et d’affinage 
d’un fromage 
 
Une première étude visait à suivre le comportement d’un nombre conséquent de 
souches durant les phases de transformation et d’affinage d’une pâte pressée non cuite 
(PPNC) de type Saint Nectaire. Ces travaux avaient pour but d’évaluer l’induction des phages 
Stx de souches STEC dans des échantillons de fromages à PPNC de type Saint Nectaire. Des 
prélèvements ont été réalisés à différents temps : 24h, 8j et 28j, soit un total de 72 échantillons 
de fromages analysés (fabrications effectuées en duplicat). Ces fromages ont été fabriqués à 
partir de lait contaminés par des souches de sérotypes différents : 12 souches de STEC 
possédant le gène stx1 et/ou stx2 dont quatre appartenant au sérotype O26:H11, trois au 
sérotype O157:H7, trois au sérotype O103:H2, et deux souches d’E. coli non-STEC.  
 
Les échantillons de fromages ont été traités selon le protocole suivant : 10g de ces 
échantillons ont été broyés dans 90ml de milieu mTSB + acriflavine (milieu utilisé dans la 
méthode de référence XP CEN ISO/TS 13136) et homogénéisés au « stomacher » pendant 
2min. Un échantillon de broyat a ensuite été prélevé puis centrifugé à 10000 x g pendant 
10min. Le surnageant est ainsi récupéré et filtré sur une membrane à faible rétention des 
protéines et avec des pores de 0,22µm de diamètre (Millex-GP PES ; Millipore). Le filtrat a 
ensuite été traité à la DNase avec le kit Turbo-DNA free™ (Ambion®, life technologies) puis 
l’extraction de l’ADN de phages a été réalisée par un traitement thermique à 100°C pendant 
10min. Le dosage des phages Stx a ensuite été déterminé grâce à l’amplification des gènes 
stx1 et stx2 par PCRq. 
 
Aucun phage Stx n’a été détecté dans les 72 échantillons de fromages (tableau 4). On 
ne peut exclure toutefois que des phages Stx soient présents mais à de faibles quantités et sous 
le seuil de détection déterminé précédemment (1,37.105 copies/g de fromage).  
Une étape d’enrichissement des suspensions mères d’échantillons de fromages a été 
réalisée pour ceux contenant des STEC O26:H11 (quatre souches testées dont trois stx1+ et 
une stx2+). Cet enrichissement a été effectué dans du milieu mTSB + acriflavine pendant 24h 
à 37°C. Les phages Stx ont ensuite été récupérés selon la méthode décrite précédemment.  
Des phages Stx ont été détectés uniquement dans les échantillons de fromages contaminés par 
la souche stx2+, en quantité moyenne de 107 copies/ml (tableau 4). Il est important de noter 
que la souche stx2+ utilisée dans cette étude est la souche 21765 issue de l’épidémie de 2005 
impliquant des camemberts au lait cru et dont le génome a été récemment séquencée (Espie et 
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al., 2006b, Galia et al., 2015). Aucun phage Stx1 issu des trois souches testées n’a été détecté 
après l’étape d’enrichissement. Ceci est en accord avec les résultats précédemment obtenus 
(article 2) et indiquant que les phages Stx2 étaient plus inductibles que les phages Stx1. 
En revanche, la réalisation du même type d’analyse à partir d’un échantillon de fromage 
artificiellement contaminé par une souche STEC O26:H11 (par l’ajout de 103 CFU/ml final 
dans 25g de fromage) n’a pas permis de reproduire cette observation.   
 
Tableau 4. Résultats de la recherche des phages Stx dans des échantillons de fromages 
Sérotype STEC Souche stx1 stx2 
Présence de phages Stx 
dans les fromages 
Présence de phages Stx 
après une phase d’enrichissement 
/concentration 
O26:H11 
21765* - + - +  107 copies/ml 
11368* - + - - 
F15-338 A + - - - 
M99-6A + - - - 
O157:H7 
EDL933* + + - NT 
LASAT* + - - NT 
H13 - + - NT 
O103:H2 
419-133 + + - NT 
32396* + + - NT 
2217.1A* + - -  NT 
NT : non testée ; * : souches utilisées dans la seconde étude 
 
 
II.3. Impact de la température et du pH sur l’induction des phages Stx dans des 
modèles fromages 
 
La seconde étude visait à mieux suivre l’effet d’un pH fixe (pH 5,3 et 6,3) et d’une 
température fixe (22 ou 33°C) durant les 24 premières heures de fabrication d’un modèle 
fromage à PPNC sur le comportement de quelques souches de STEC et sur l’induction des 
phages. Des prélèvements ont été réalisés à différents temps : 6h, 24h, 8j et 28j soit un total de 
288 échantillons analysés (fabrications effectuées en triplicat). Cette étude a été réalisées à 
partir de 6 souches de STEC possédant le gène stx1 et/ou stx2, chaque sérotype testé 
(O26:H11, O157:H7 et O103:H2) étant représenté par deux souches STEC. Les analyses des 
modèles fromages issus de cette seconde étude ont été réalisées au laboratoire de 
microbiologie d’ACTALIA (La Roche) par Marie-Odile Perron (technicienne). 
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Des phages Stx ont été détectés dans 42 échantillons parmi les 288 testés soit 14,6%, 
et ceci de manière inconstante entre les différents réplicats. Le tableau 5 indique le nombre 
d’échantillons pour lesquels des phages Stx ont été détectés ainsi que la concentration des 
phages. On a constaté que les phages Stx1 étaient plus fréquemment identifiés dans les 
matrices et surtout à 33°C (température associée à une croissance plus importante des STEC) 
(données non montrées). En revanche, la mise en évidence de la présence majoritaire de 
phages Stx1 est biaisée par le choix des souches STEC. En effet, cinq souches STEC 
possèdent le gène stx1 contre trois avec le gène stx2 (généralement en association avec stx1).  
 
Tableau 5. Résultats de la recherche des phages Stx dans des échantillons de modèles 
fromagers 
Sérotype STEC Souche stx1 stx2 Présence de phages Stxa Concentration de phages Stxb 
O26:H11 
21765 - + 7/48 (14,6%) 
<104 à 108 copies/ml  
F15-338 A + - 3/48 (6,25%) 
O157:H7 
EDL933 + + 
15/48 (31,2%) 
dont 5 stx1+ (10,4%)  
et 10 stx2+ (20,8%) <10
4 à 108 copies/ml 
LASAT + - 5/48 (10,4%) 
O103:H2 
32396 + + 
7/48 (14,6%) 
seulement stx1+ 
De 104 à 109 copies/ml 
2217.1A + - 5/48 (10,4%) 
a Nombre d’échantillons positifs/nombre d’échantillons analysés 
b Seuil de détection : 104 copies/ml   
 
En conclusion de cette étude, l’induction des phages Stx n’est pas systématique, ni 
constante entre les répétitions des modèles fromagers. Il n’y a pas de réelle différence entre 
les sérotypes. Le pH et la température ne semblent pas avoir d’effet, excepté à 33°C où 
l’induction est plus fréquente pour quelques échantillons, en lien avec une meilleure 
croissance bactérienne. Il serait intéressant de poursuivre l’étude en sélectionnant, en 
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La première partie de ce projet avait pour objectif d’évaluer la diversité des souches de 
STEC O26:H11 (et de leurs phages Stx) et d’étudier leur relation avec des souches AEEC (ou 
E. coli stx-négatif) appartenant au même sérotype et fréquemment isolées de produits 
alimentaires.  
Il s’agissait dans un premier temps d’identifier les variants du gène stx, ainsi que les 
sites d’insertion chromosomiques des phages qui les véhiculent, au niveau des souches de 
STEC O26:H11 de diverses origines (alimentaires, bovines et humaines). Des tests 
d’identification des sites d’insertion par PCR conventionnelle et par PCR en temps réel ont 
été développés à cet effet. 
Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence que les STEC O26:H11 étaient 
principalement porteuses des variants stx1a et stx2a. Or, les souches possédant le variant 
stx2a sont considérées comme plus virulentes que celles ayant le variant stx1a (Boerlin et al., 
1999). Il est donc intéressant de noter que les souches laitières et bovines analysées ici 
possèdent majoritairement le variant stx1a, tandis que les souches humaines possèdent en 
proportion équivalente les variants stx1a et stx2a.  
La détermination des sites d’insertion des phages Stx a aussi permis de relever quelques 
différences entre les souches laitères et bovines et les souches humaines. En effet, si les sites 
d’insertion majoritaires chez les STEC O26:H11 d’origines laitière et bovine sont wrbA et 
yehV et si ces deux gènes servent également de sites d’insertion chez les souches humaines, 
nous avons constaté qu’un troisième gène, yecE, sert de site d’insertion pour des phages Stx2 
uniquement dans les souches humaines. De plus, toutes les souches humaines possèdant cette 
particularité (profil « Stx2/yecE) ont été responsables de SHU. La présence de ce profil a 
également été mise en évidence par Bielaszewska et al. dans deux souches EHEC O26:H11 
responsables de SHU et stx2-positives sur trois (Bielaszewska et al., 2007). En revanche, ce 
profil n’est pas representé dans les souches laitières. Enfin, nous avons constaté que le profil 
« Stx2/wrbA » est également peu observé chez les souches laitières contrairement aux souches 
humaines à l’origine de SHU. 
 
Si ces travaux ne doivent pas nous conduire à considérer les souches STEC O26:H11 
laitières ou animales comme non pathogènes, ces résultats révèlent néanmoins des différences 
génétiques entre les souches laitières et les souches humaines (et en particulier celles à 
l’origine de SHU), qui pourraient indiquer des différences de niveau de pathogénicité. 
Cependant, ces résultats ont été obtenus à partir d’un panel relativement réduit de souches (74 
au total), collectées sur une période donnée (entre 2007 et 2012 pour les souches laitières et 
bovines et entre 1994 et 2011 pour les souches humaines, excepté pour deux souches isolées 
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en 1977). Des analyses supplémentaires concernant un nombre plus important de souches, 
obtenues à partir des plans de surveillance et des cas cliniques les plus récents, permettraient 
d’affiner les tendances observées et d’emettre une conclusion plus précise quant à la 
dangerosité des souches circulant dans les produits laitiers. Ces travaux complémentaires 
permettraient ainsi de conclure sur la pertinence d’une identification des phages Stx2 intégrés 
dans yecE comme marqueur de pathogénicité élevé. Si l’hypothèse se confirme, la recherche 
des sites d’insertion pourrait être effectuée en complément de la recherche des gènes stx par 
PCR et ainsi affiner la prise de décision sur le retrait des lots d’aliment potentiellement 
dangereux à la consommation. La pathogénicité des souches laitères n’est donc pas à exclure 
à l’heure actuelle. 
 
Cette étude s’est poursuivie dans un second temps par la caractérisation de l’état des 
sites d’insertion dans 29 souches AEEC (ou E. coli stx-négatif). Des études ont montré que les 
souches AEEC sont fréquement isolées à partir d’aliments pour lesquels la présence du gène 
stx a été détectée par PCR (Madic et al., 2011, Anses, 2012b). En dehors de l’absence du gène 
stx, ces souches AEEC sont en tout point similaires aux STEC. On ne peut donc exclure que 
ces souches AEEC puissent dériver de souches STEC. Deux hypothèses concernant l’origine 
des souches AEEC peuvent alors être émises : soit elles possèdent un prophage Stx mais dont 
le gène stx a été délété, comme cela a été démontré pour une souche d’E. coli O103:H25 
responsable d’une épidémie en Norvège en 2012 (L'Abee-Lund et al., 2012); soit elles ont 
totalement perdu leurs prophages Stx. La caractérisation des 29 souches AEEC a permis de 
révéler que la majorité d’entre elles possèdent des sites d’insertion intacts. Par conséquent, si 
ces souches dérivent de STEC, cette caractéristique impliquerait une perte du prophage Stx 
par excision spontanée, et non une délétion du gène stx. Cette hypothèse est en accord avec 
les résultats d’études réalisées in vivo et in vitro qui ont montré la capacité des STEC à perdre 
leurs prophages Stx (Bielaszewska et al., 2007, Karch et al., 1992). Pour mettre en évidence 
la perte des prophages Stx par les STEC O26:H11, nous avons évalué la stabilité de ces 
prophages à partir de cultures de ces souches. Pour ce faire, la quantification par PCRq, du 
nombre de chromosomes bactériens, possédant ou non un prophage Stx, au sein de la 
population bactérienne totale a été effectuée. Des courbes standards permettant de doser les 
quantités de chromosomes avec et sans prophage Stx, ont été élaborées dans cet objectif. Les 
résultats ont confirmé que les STEC possèdent la capacité de perdre leurs prophages Stx, et 
que le degré d’instabilité n’était pas lié aux sites d’insertion. La fréquence de cette perte a été 
estimée comme étant inférieure à 0,5% (excepté pour deux souches où cette fréquence était de 
1 et 6%). Cette instabilité des prophages Stx a ensuite été évaluée en ré-isolant, sur milieu 
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gélosé, les 74 souches STEC O26:H11 de la collection, dans l’espoir d’isoler des colonies 
d’E. coli O26:H11 dépourvues de prophage Stx. Or, si une perte du prophage Stx a été mise 
en évidence pour une souche STEC d’origine laitière (et ceci pour la totalité des colonies), ce 
n’est pas le cas du reste des souches de la collection. Ce résultat met en évidence que la perte 
des prophages Stx, observée précédemment au sein de cultures en milieu liquide, constitue un 
évènement peu fréquent, en accord d’ailleurs avec la fréquence d’excision inférieure à 0,5%. 
On ne peut exclure cependant que l’impossibilité d’isoler des colonies stx-négatives soit 
également due à un déclenchement du cycle lytique (de manière spontanée), au sein d’une 
sous-population de la culture bactérienne, conduisant à la lyse de cette sous-population . 
 
Finalement, cette étude a aussi permis de mettre en évidence que les STEC O26:H11 
avaient la particularité de posséder un second prophage, EspK, intégré dans le chromosome 
bactérien dans le site ssrA. Ce phage code notamment des effecteurs de type III impliqués 
aussi dans la pathogénicité des STEC. En revanche, le site ssrA de la majorité des souches 
AEEC est dépourvu de prophage EspK. Cette observation suggère que ces souches pourraient 
ne pas être des STEC ayant perdu leurs phages Stx, car cela impliquerait également la perte 
concomitante de leur phage EspK. Il existe également la possibilité que ces souches AEEC 
dérivent des souches STEC minoritaires n’ayant pas de prophage EspK. Il serait intéressant de 
poursuivre l’étude de la recherche du phage EspK dans un plus grand nombre de souches 
STEC et AEEC de sérotype O26:H11 et même de l’étendre par la suite à d’autres sérotypes. 
 
Si les AEEC dérivent de STEC par perte de phages Stx, le fait qu’elles soient toujours 
intactes implique que cet évenement n’est pas couplé à la lyse cellulaire qui se produit 
classiquement lors du déclenchement d’un cycle lytique. Pour expliquer le caractère intact des 
AEEC, et dans le cas où un cycle lytique serait initié, on pourrait imaginer que celui-ci n’aille 
pas à son terme (pour une raison à déterminer). Dans ce cas de figure, l’ADN du prophage Stx 
qui se serait excisé du chromosome bactérien pourrait être perdu au cours de la descendance 
de la bactérie. Des mécanismes décrits récemment pourraient être à l’origine de cette perte 
d’ADN de phages. En effet, une étude a suggéré que des protéines nommées Holins, 
similaires aux protéines S des phages de type λ et impliquées dans la lyse de la paroi 
bactérienne, pourraient former un pore éphémére dans la paroi. Ceci entrainerait une fuite de 
cytoplasme hors de la bactérie qui ne serait pas systématiquement liée à une lyse cellulaire 
(Desvaux, 2012). Ainsi, un mécanisme similaire, de formation de pores éphémères de 
transition non spécifiques, pourrait expliquer la perte de l’ADN des phages Stx conduisant à 
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l’obtention d’AEEC. L’étude de ce mécanisme pourrait permettre de conforter l’idée que les 
AEEC seraient des STEC ayant perdu leurs phages Stx.  
 
Cette première partie des travaux a donc permis d’acquérir des connaissances sur les 
phages Stx et de révéler la grande diversité des souches STEC O26:H11 provenant d’origines 
différentes. Comme cela a été suggéré précédement, la poursuite de cette étude sur un plus 
grand nombre de souches serait importante pour évaluer encore plus précisement la diversité 
génétique des souches de STEC O26:H11 et de leurs phages Stx. D’un point de vue sanitaire, 
la poursuite de cette étude permettrait d’affiner la définition de STEC pathogènes et de mieux 
comprendre l’origine des AEEC. 
 
La seconde partie des travaux avait pour but d’évaluer la capacité des STEC O26:H11 
à produire de nouvelles particules de phage Stx. Cette étude a d’abord permis d’étudier la 
production spontanée des phages Stx (issus de 14 souches STEC O26:H11) en présence d’un 
agent inducteur fort (la mitomycine C), couramment utilisé dans les études d’induction des 
phages Stx. Les résultats ont révélé que toutes les souches de l’étude étaient inductibles, et 
que les phages Stx2 étaient plus fortement inductibles que les phages Stx1. Comme la 
libération des Shiga-toxines est couplée à celle des phages Stx par lyse cellulaire (Wagner et 
al., 2001b, Smith et al., 2012), ce résultat conforte l’idée que les souches possédant un phage 
Stx2 sont plus virulentes que celles possédant un phage Stx1. Les résultats ont aussi permis 
d’observer que les souches possédant un phage Stx2 intégré dans yecE semblaient plus 
inductibles (en condition spontanée essentiellement) que celles ayant un phage Stx2 intégré 
dans wrbA et yehV. Il serait alors intéressant de tester d’autres souches pour confirmer cette 
observation. L’hypothèse selon laquelle les souches possédant un prophage Stx2 intégré dans 
yecE seraient hautement pathogènes, serait alors renforcée. En revanche, aucune différence 
d’induction n’a été observée en fonction des sites d’insertion pour les phages Stx1. 
 
Plusieurs questions se posent concernant la virulence des souches stx1-positives. En 
effet, on pourrait supposer qu’une faible inductibilité des phages Stx1 serait responsable, in 
fine, d’une faible production de Shiga-toxine de type 1. Une étude transcriptomique (étude 
des ARNm) pourrait alors être effectuée car, comme décrit précédemment (voir page 57), il 
existe des différences de transcription selon les phages Stx1 et Stx2 (Wagner et al., 2002). 
Cette étude sur plusieurs phages Stx1 et Stx2 serait alors intéressante, afin de généraliser ces 
observations à l’ensemble des phages issus de STEC O26:H11. 
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De même, on ne peut exclure que cette différence d’induction entre les phages Stx1 et 
Stx2, pourrait aussi être liée à des différences de régulations génétiques. Ces régulations 
peuvent être liées à des gènes bactériens (régulation « externe » au phage) ou aux phages 
(régulation « interne » au phage). De ce fait, l’étude de plusieurs génomes de phages Stx 
pourrait être envisagée, grâce à des techniques NGS (Nouvelle génération de séquençage), 
afin de comparer les phages Stx1 et Stx2 issus de STEC O26:H11. Ceci permettrait de 
déterminer s’il existe des différences génétiques, et si certains gènes de phages pourraient être 
impliqués dans la régulation de l’induction. Cette étude permettrait, grâce à un plus grand 
nombre de souches testées, d’apporter des informations complémentaires sur les différents 
mécanismes d’induction entre les phages Stx1 et Stx2.  
 
Les niveaux d’induction ont ensuite été évalués en lien avec les procédés de 
fabrication des produits alimentaires, et plus particulièrement dans le domaine laitier. Nous 
avons pu mettre en évidence que certains stress relatifs aux procédés de fabrication des 
fromages, comme le stress oxydatif et le stress salin, peuvent entrainer l’induction des phages 
Stx. Cependant, cette étude concernait un nombre limité de souches et il serait à nouveau 
nécessaire de poursuivre l’étude sur un nombre plus conséquent de souches. De même, il 
serait intéressant de l’appliquer en milieu lait par apport au milieu de culture LB utilisé dans 
cette étude, afin de se placer dans des conditions plus proches de la réalité. Une telle étude 
permettrait d’accroître les connaissances sur l’induction des phages Stx liée à la fabrication de 
fromages. 
D’autre part, ces résultats, obtenus lors d’expérimentations in vitro en cultures pures, 
ne tiennent donc pas compte des effets liés à la matrice et à la flore microbienne. Néanmoins, 
en utilisant du lait artificiellement contaminé par des STEC pour fabriquer des fromages, nous 
avons pu mettre en évidence qu’une induction des phages Stx était possible puisque des 
phages Stx libres ont été détectés dans certains échantillons de fromage. En revanche, la 
présence de phages Stx libres était relativement aléatoire entre les réplicats des fabrication, 
quelque soient les temps de prélèvements et les conditions testées (variation du pH ou de la 
température). Il serait intéressant d’explorer les raisons du caractère aléatoire de cette 
production de phages Stx, en se focalisant par exemple sur une souche en particulier et en 
réalisant davantage de prélèvements au cours du temps, afin d’identifier le moment propice à 
l’induction de phages Stx. Par ailleurs, l’utilisation de souches ne possédant qu’un seul gène 
stx (soit stx1 soit stx2) et en proportions équivalentes, permettrait une meilleure comparaison 
de l’induction des phages Stx en fonction du type Stx1 ou stx2.  
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Concernant l’impact que pourraient avoir des facteurs relatifs à la méthode 
d’isolement des STEC basée sur la spécification technique XP CEN ISO/TS 13136 (ISO, 
2012), l’étude in vitro de trois souches STEC O26:H11 a révélé l’existence de variations 
d’induction (activatrices ou inhibitrices) des phages Stx, pouvant être liées à certains 
composés utilisés dans la méthode. Il serait intéressant de confirmer ces effets à partir de 
davantage de souches O26:H11, mais aussi de STEC appartenant à d’autres sérotypes, afin 
d’évaluer l’impact réel de la méthode sur les STEC en général.  
Selon les résultats préliminaires présentés dans cette étude, l’acriflavine (12 mg/l) est 
susceptible d’entrainer, chez certaines souches, une diminution de la production des phages 
Stx. Le gène acrA impliqué dans la résistance à l’acriflavine pourrait être à l’origine de cette 
diminution. La protéine AcrA codée par ce gène est impliquée dans la formation d’une pompe 
à efflux permettant de rejeter des molécules à l’extérieur des bactéries à Gram négatif (Kawai 
& Yamagishi, 2009). Or, une mutation du gène acrA peut induire la sensibilité de la souche à 
l’acriflavine (Kawai & Yamagishi, 2009, Nakamura & Shinya, 1985). Cette mutation peut 
également entrainer une sensibilité à la mitomycine C, ce qui laisse supposer des différences 
de production des phages Stx selon que le gène acrA est muté ou non. Il serait donc 
intéressant de comparer le gène acrA entre plusieurs souches de STEC afin d’évaluer l’impact 
de ce gène sur le niveau d’induction des phages Stx. 
 
L’impact de la méthode d’enrichissement, dans son intégrité, sur l’induction des 
phages Stx, au sein d’échantillons de fromages produits à partir de laits contaminés par des 
STEC O26:H11, a également été évalué. Nous avons constaté que l’étape d’enrichissement 
avait entrainé l’induction des phages Stx, provenant essentiellement d’échantillons 
contaminés par la souche 21765 stx2-positive. En revanche, les échantillons contaminés par 
trois souches stx1-positives ne semblent pas avoir été impactés par l’étape d’enrichissement, 
puisque aucun phage Stx n’a pu être mis en évidence, ou alors ces derniers étaient présents en 
quantité trop faible (inférieure au seuil de détection). Il est intéressant de noter que la souche 
21765 n’est autre que celle impliquée lors de l’épidémie de 2005 où des camemberts au lait 
cru étaient contaminés par des STEC O26:H11 (Espie et al., 2006b, Galia et al., 2015). De 
plus, cette souche possède un phage Stx2 intégré dans le site yecE. Cette observation renforce 
la nécessité de poursuivre l’étude sur la détermination des sites d’insertion comme marqueurs 
supplémentaires de pathogénicité avec une attention particulière pour le site yecE mais aussi 
le site wrbA. Pour ce faire, il serait intéressant de conduire des études de fabrication de 
fromage en contaminant le lait avec des souches stx1 et/ou stx2-positives et tenant compte des 
sites d’insertion des phages Stx. Ces fromages pourraient être testés pour la présence de 
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phages Stx au cours de la fabrication, avant l’étape d’enrichissement (détection des phages 
induits in situ dans la matrice) mais aussi après une phase d’enrichissement (détection des 
phages induits lors de l’enrichissement). L’intérêt de cette étude est qu’elle reproduirait des 
conditions « réelles » de fabrication. En effet, la contamination artificielle d’un fromage au 
lait pasteurisé, par l’inoculation « post-production » de la souche 21765, n’a pas permis de 
reproduire l’induction de phages Stx2 observée lors de la phase d’enrichissement. Il est donc 
probable que l’état physiologique des STEC soit modifié suite aux divers stress liés à la 
fabrication des fromages, les rendant ainsi plus sensibles aux facteurs de stress relatifs à la 
méthode d’isolement des STEC. Ainsi, cette sensibilité pourrait entrainer le déclenchement 
des réponses aux stress de la bactérie et induire l’entrée en cycle lytique des phages Stx. Une 
autre hypothèse serait que la flore microbienne du fromage jouerait aussi un rôle dans la 
réponse au stress. 
 
Enfin, comme ces travaux se sont essentiellement basés sur l’induction des phages Stx 
en présence de facteurs testés individuellement, que ce soit ceux relatifs à la fabrication des 
fromages et ceux liés à la méthode d’isolement, il serait intéressant de les combiner afin de 
déterminer s’ils entrainent un effet synergique sur la production des phages Stx. En effet, des 
études ont déjà montré que l’association de plusieurs facteurs comme la température et le 
peroxyde d’hydrogène (H2O2), avait un effet synergique sur l’induction des phages Stx 
(Imamovic & Muniesa, 2012).  
 
Pour finir l’absence d’isolement de STEC couplée ou non à l’isolement d’AEEC pourrait 
aussi s’expliquer selon plusieurs hypothèses : 
 La première hypothèse serait que d’autres bactéries telles que Shigella dysenteriae 
type 1 ou Shigella sonnei, mais aussi d’autres Enterobacteriaceae comme Citrobacter 
freundii ou Enterobacter cloacae, posséderaient le phage Stx (Herold et al., 2004). Ce 
portage de phages Stx par d’autres bactéries pourrait expliquer l’obtention de résultats 
positifs lors de la première étape de la méthode de référence visant à amplifier par 
PCR le gène stx dans le bouillon d’enrichissement et ainsi, expliquer l’absence de 
STEC. 
 Une seconde hypothèse serait qu’il y ait une coexistance de STEC et d’AEEC dans 
une matrice alimentaire. Ainsi, au cours de la phase d’enrichissement, deux 
phénomènes seraient possibles : soit la croissance des AEEC serait avantagée et 
empêcherait ainsi les STEC de se développer ; soit des stress provoqueraient le 
déclenchement du cycle lytique chez les STEC, entrainant leur lyse et empêchant ainsi 
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leur isolement. Ce phénomène serait alors responsable d’un résultat faux-négatif. Des 
études incluant des co-cultures de STEC et d’AEEC in vitro (milieu LB et milieu lait) 
et in situ dans des fromages permettraient de tester cette hypothèse.  
 Enfin, une dernière hypothèse serait que les STEC perdent leurs phages Stx et se 
deviennent des AEEC. Cette perte des phages Stx pourrait avoir lieu, dans le lait, dans 
le fromage ou lors de la méthode d’isolement. 
 
Des étapes supplémentaires pourraient être ajoutées à la méthode de référence pour 
permettre d’améliorer la détection des STEC. En effet, une récente étude de Quiros et al. a 
montré qu’une étape de filtration des échantillons contaminés, suivie d’un lavage permettait 
de diminuer l’interférence des phages Stx (Quiros et al., 2015) (Figure 21). Cette technique 
permettrait de purifier les échantillons en se débarrassant des phages Stx libres. Ainsi, si 
l’échantillon bactérien récupéré après filtration (Figure 21) est positif pour le gène stx, il y a 
de fortes chances que des STEC soient présents (excepté le cas où le gène stx est porté par une 
autre bactérie) et donc isolés par la ensuite. D’après la méthode de référence, en l’absence du 
gène stx ou eae, les analyses sont interrompues. En revanche, en l’absence du gène stx dans 
l’échantillon récupéré après filtration, il serait intéressant de tester, en parallèle, la présence de 
phages Stx dans le filtrat (Figure 21). De ce fait, si des phages Stx sont présents, il serait 
intéressant de poursuivre l’étude par une analyse des risques liés à la probabilité que les 
phages Stx puissent lysogéniser d’autres bactéries (Figure 21). Cet évènement pourrait en 
effet conduire à la création de nouvelles souches particulièrement virulentes, comme dans le 
cas de la souche O104:H4. 
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Figure 21. Méthode complémentaire et scénario pour la recherche des STEC et des 
phages Stx en lien avec la norme ISO/TS 13136 
 
Pour permettre d’évaluer les risques liés à la transmission des phages Stx à d’autres 
bactéries, nous avons effectué des tests de lysogénisation, en utilisant comme souches 
receveuses des souches d’E. coli non pathogènes (souches de laboratoires) mais aussi des 
AEEC.  
Cette étude s’est révélée être un vrai challenge. La lysogénisation des souches d’E. coli de 
laboratoire était possible mais dépendait de plusieurs paramètres comme la multiplicité 
d’infection (MOI, « multiplicity of infection »), la température et le temps d’incubation ou 
l’ajout de supplément au milieu de culture comme le sulfate de magnésium (MgSO4). En 
revanche, la lysogénisation de souches AEEC était beaucoup plus complexe. 
Plusieurs études ont en effet montré que la lysogenisation de souches telles que les EPEC et 
les EAEC était un phénomène rare (Schmidt et al., 1999, Tozzoli et al., 2014, Bielaszewska et 
al., 2007). De plus, la plupart du temps, les phages Stx de ces lysogènes sont instables 
(Tozzoli et al., 2014, Bielaszewska et al., 2007). Il est probable que des conditions 
spécifiques soient nécessaires pour favoriser la lysogénisation telles qu’un biofilm comme 
cela a été suggéré par Solheim et al. (Solheim et al., 2012). 
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De plus, les difficultés de lysogénisation pourraient aussi être liées à des mécanismes 
de protection des bactéries contre les phages comme le blocage des récepteurs aux phages ou 
le système de restriction et modification (R-M) (Labrie et al., 2010, Titheradge et al., 2001).  
La difficulté à lysogéniser les bactéries est peut-être liée à la MOI. Il est en effet préférable de 
se placer à une MOI supérieure à 1 (idéalement entre 5 et 10) pour augmenter les chances 
d’obtenir des lysogènes. Dans le cadre de ces travaux de thèse, il n’a pas toujours été aisé 
d’atteindre ces valeurs de MOI. Il serait donc intéressant de perséverer dans cette voie pour 
essayer d’atteindre ces valeurs idéales. De plus, le phénomène de restriction/modification 
serait important à prendre en compte en purifiant des phages Stx directement dans les souches 
qui serviront pour la lysogénisation telles que les souches AEEC O26:H11, comme initié dans 
ces travaux de thèse. Enfin, une autre hypothèse sur les difficultés de lysogénisation serait liée 
aux récépteurs de l’hôte. On ne peut exclure que l’hôte ne possède pas les récepteurs de 
surface nécessaires aux phages. Selon plusieurs études, il existe au moins quatre récepteurs 
connus aux phages Stx issus de STEC O157:H7, LamB, FadL, YaeT et OmpC (Smith et al., 
2007a, Watarai et al., 1998). Il serait intéressant d’identifier et d’étudier les récepteurs utilisés 
par les phages Stx issus de STEC O26:H11, d’évaluer leur disponibilité et leur quantité ainsi 
que l’état de leur gène (muté ou intact).  
Pour finir, la poursuite de cette étude pourrait être accompagnée par des méthodes de 
sélection plus directe des lysogènes. En effet, le génome de chaque phage Stx pourrait être 
transformé génétiquement par une cassette de résistance à un antibiotique selon les travaux de 
Livny et al. permettant, grâce à une pression de sélection, de récupérer essentiellement les 
bactéries lysogènes (Livny & Friedman, 2004). 
 
Bien que la lysogénisation des souches stx-négatives par des phages Stx semble être 
un phénomène rare, elle n’en reste pas moins possible et pourrait poser des problèmes d’un 
point de vue sanitaire. L’analyse de la présence de phages Stx dans les environnements et 
ateliers alimentaires a son intérêt et ne devrait pas être écartée. 
Dans le cadre de ces travaux de thèse, une étude préliminaire visant à détecter des 
phages Stx dans des échantillons alimentaires tout au long de la chaine de fabrication ainsi 
que sur des prélèvements de surfaces a été initiée dans deux ateliers de fabrication de 
fromages. Les résultats n’ont pas permis de mettre en évidence la présence de phages Stx. 
Cependant, ces deux ateliers n’avaient pas eu de contamination récente par des STEC. De 
plus, l’absence des phages est peut-être liée à la limite imposée par le seuil de détection. Il 
serait donc nécessaire de poursuivre l’étude dans d’autres ateliers ayant eu une récente 
contamination (ou en cours) par des STEC. Des mises au point de la méthode de détection des 
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phages Stx seraient aussi nécessaires pour améliorer le seuil de détection. De plus, la 
détection par PCR présente plusieurs avantages tels que la facilité de mise en œuvre et la 
rapidité des analyses, par rapport à d’autres méthodes telles que le dénombrement par les 
plages de lyse qui nécessite plus de ressources techniques et matérielles. En effet, des études 
ont montré que le dosage par PCRq des phages Stx avait un grand intérêt par rapport à la 
détection par la méthode des plages de lyse (Rooks et al., 2010). Une autre étude a également 
montré que la réussite de la méthode des plages de lyse dépendait surtout de la souche hôte 
utilisée (Volponi et al., 2012). Rooks et al. ont donc développé des méthodes de purification 
et de détection des phages Stx dans des échantillons environnementaux et de fèces (Rooks et 
al., 2010, Rooks et al., 2012), qu’il serait intéressant de tester sur des échantillons 
alimentaires.  
 
Ces travaux ont donc permis d’acquérir des connaissances sur l’élément génétique 
véhiculant le principal facteur de virulence des STEC O26:H11, le phage Stx. Tout comme les 
bactéries, les phages sont très diversifiés et représentent une part importante de la biosphère. 
Ils ont pu être identifiés dans tous les écosystèmes colonisés par les bactéries : les sols, les 
milieux aquatiques, les aliments… Ils jouent un rôle très important dans les échanges 
génétiques entre les bactéries, et à ce titre, constituent un facteur important de leur évolution. 
L’étude des phages est donc à prendre en considération au même titre que l’étude des 
bactéries. La forte implication des phages Stx dans la pathogénicité des STEC n’a donc pas 
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Résumé de la communication orale présentée au congrès SFM 2015 : Caractérisation 
des STEC O26H11 et induction des phages Stx. 
 
Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont responsables d’infections 
humaines, allant de diarrhées aqueuses bénignes à des colites hémorragiques (CH) pouvant se 
compliquer d’un syndrome hémolytique et urémique (SHU), parfois mortel. Seul un nombre 
restreint de sérotypes, dont O26:H11, sont impliqués dans les cas graves. Principal facteur de 
virulence des STEC, les Shiga toxines (Stx) sont codées par des bactériophages. L’objectif de 
cette étude est (i) de caractériser les phages Stx présents dans les STEC de sérotype O26:H11, 
afin d’évaluer la pathogénicité de ces souches selon leur origine, les variants du gène stx, et le 
site d’insertion du phage Stx et (ii) d’étudier l’induction des phages Stx in-vitro et au cours du 
processus analytique d’isolement des STEC.  
Cette étude a porté sur une collection de 74 souches de STEC O26:H11 d’origine humaine, 
alimentaire (principalement des produits laitiers) et animale (bovins). Les variants des gènes 
stx et les sites d’insertion des phages Stx ont été déterminés par PCR conventionnelle et PCR 
en temps réel, respectivement. L’étude de l’induction des phages Stx in-vitro a été effectuée 
en ajoutant de la Mitomycine C au milieu de culture et l’induction au cours du processus 
analytique d’isolement des STEC grâce à des fromages artificiellement contaminés par des 
STEC. 
Les résultats obtenus pour la caractérisation des STEC montrent que les souches alimentaires 
et bovines possèdent le variant stx1a et les sites d’insertion utilisés par les phages Stx sont 
wrbA et yehV. Les souches humaines possèdent les variants stx1a et stx2a en proportions 
équivalentes. Leurs phages Stx sont aussi intégrés dans wrbA et yehV mais à la différence des 
souches alimentaires et bovines, des phages Stx sont intégrés dans le site yecE. Les résultats 
obtenus pour l’étude de l’induction in-vitro montrent que les phages Stx2 sont produits en 
plus grande quantité que les phages Stx1. L’étude de l’induction au cours du processus 
analytique d’isolement des STEC montrent qu’au cours de l’enrichissement d’un échantillon 
de fromage contaminé on retrouve des phages libres dans le bouillon. 
En conclusion, les types de variants stx mais aussi les sites d’insertion des phages Stx présents 
parmi les souches STEC O26:H11 diffèrent en fonction de l’origine des souches. De plus les 
niveaux d’induction des phages diffèrent selon le variant du gène stx. Ces différences 
pourraient refléter l’existence de clones distincts, aux potentiels de virulence différents, 




Résumé de la communication orale qui sera présentée lors de la journée de restitution de 
l’UMT ARMADA, le 17 novembre 2015 ET lors de la journée scientifique des 
laboratoires 2015, le 18 novembre 2015 : Diversité génétique du sérotype O26:H11 et 
caractérisation des bactériophages Stx 
 
Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont responsables d’infections 
humaines et notamment de syndrome hémolytique et urémique (SHU). Seul un nombre 
restreint de sérotypes, dont O26:H11, sont impliqués dans les cas graves. Principal facteur de 
virulence des STEC, les Shiga toxines (Stx) sont codées par des bactériophages. L’objectif de 
cette étude était de caractériser les phages Stx présents dans les STEC de sérotype O26:H11, 
afin d’évaluer la pathogénicité de ces souches. Cette étude a porté sur une collection de STEC 
O26:H11 de diverses origines : humaine, alimentaire (principalement des produits laitiers) et 
animale (bovins). Les résultats obtenus montrent que les variants du gène stx majoritairement 
retrouvés chez les STEC O26:H11 sont stx1a et stx2a. La majorité des souches issues de 
produits alimentaires et de fèces bovines possèdent le variant stx1a, alors que les souches 
humaines possèdent soit stx1a, soit stx2a (dont une majorité est liée à des cas de SHU). 
Quatre gènes ont été identifiés comme sites d’insertion de phage Stx: wrbA (37 souches), 
yehV (29 souches), yecE (10 souches) et sbcB (2 souches). Les souches issues des produits 
alimentaires et de fèces bovines possèdent un phage Stx inséré préférentiellement dans les 
gènes wrbA ou yehV, tandis que les souches humaines possèdent, en plus, une insertion dans 
un troisième gène (yecE), ce profil étant retrouvé dans un tiers des souches à l’origine de 
SHU. Ainsi, les différences observées entre les types de variants stx et les sites d’insertion des 
phages Stx chez les souches STEC O26:H11 en fonction de leur origine pourraient refléter 
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RESUME 
Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont responsables d’infections humaines, allant d’une diarrhée aqueuse 
bénigne pouvant se compliquer en syndrome hémolytique et urémique (SHU), parfois mortel. La transmission de STEC à l’Homme s’effectue 
principalement par l’ingestion d’aliments contaminés. Le principal facteur de virulence des STEC est le gène stx (codant la Shiga-toxine), 
localisé dans le génome d’un prophage. La thèse a été centrée sur les STEC O26:H11, deuxième sérotype à l’origine de SHU dans le monde, et 
premier retrouvé dans les fromages au lait cru.  
 
Le premier objectif était de caractériser génétiquement les STEC O26:H11 et leurs phages Stx (variants du gène stx et sites d’insertion 
des phages Stx) afin d’identifier d’éventuelles différences entre ces souches selon leur origine. La majorité des souches alimentaires et bovines 
étudiées possèdent le variant stx1a et leurs phages Stx sont intégrés dans wrbA et yehV. Les souches humaines possèdent les variants stx1a et 
stx2a en proportions équivalentes. Leurs phages Stx sont aussi intégrés dans wrbA et yehV mais à la différence des souches alimentaires et 
bovines, le site yecE a été identifié comme site d’insertion. Toutes les souches humaines qui possédaient un phage Stx2a intégré dans wrbA et 
yecE ont causé des SHU ; ce qui pourrait être un indicateur de haute virulence.  
Des études ont montré que des souches E. coli Attachant/Effaçant (AEEC) O26:H11 sont isolées à partir d’aliments identifiés comme « stx+ » 
par PCR. En dehors de l’absence du gène stx, ces souches AEEC sont similaires aux STEC. Leur caractérisation a montré ici que la majorité 
d’entre elles ont leurs sites d’insertion intacts, caractéristique compatible avec une perte de phage Stx par excision spontanée. La stabilité des 
phages Stx a donc été évaluée chez les STEC O26:H11. La présence/absence de phages Stx a été quantifiée par PCRq pour chaque souche au 
niveau de la population bactérienne entière montrant que les STEC ont la capacité de perdre leurs phages Stx. En revanche, cette instabilité n’est 
pas liée aux sites d’insertion. Plusieurs essais visant à introduire des phages Stx dans les souches AEEC pour les convertir en STEC ont été 
réalisés mais les résultats ont montré qu’il était difficile d’infecter ces souches.  
 
L’étude du taux d’induction des phages Stx in vitro chez les STEC O26:H11 a montré, qu’en présence de mitomycine C, les phages 
Stx2 étaient plus inductibles que les phages Stx1. En revanche, il n’a pas été mis en évidence de différences en fonction de l’origine des souches 
testées et du site d’intégration des phages Stx.  
L’analyse morphologique de quelques phages Stx a montré que le type Stx1 ou Stx2 n’était pas lié à une forme spécifique de phage.  
L’étude des stress relatifs à la technologie fromagère a montré que le stress salin et le stress oxydatif, lié à la libération potentielle d’H2O2 par 
d’autres bactéries, entrainaient l’induction des phages Stx. Comme des souches AEEC sont fréquemment isolées à partir d’aliments qualifiés de 
« stx+» par PCR, le processus analytique d’isolement des STEC a aussi été étudié. La production de phages Stx lors de la phase d’enrichissement 
semble possible à partir d’un aliment contaminé. En revanche, aucun composant de cette méthode, testé individuellement, n’a pu être identifié 
comme inducteur des phages Stx. 
 
Ces travaux ont permis d’acquérir des connaissances sur la diversité des phages Stx issus de STEC O26:H11 isolées chez l’Homme et 
dans la filière laitière. Des différences au niveau des variants du gène stx mais aussi des sites d’insertion des phages Stx ont pu être observées en 
fonction de l’origine des souches. De plus les niveaux d’induction des phages Stx diffèrent selon le variant du gène stx. Ces différences 





Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are responsible for human infections, ranging from mild diarrhea to hemolytic-uremic 
syndrome (HUS), sometimes with fatal outcome. Transmission of STEC to humans occurs mainly through the ingestion of contaminated food. 
The main virulence factor of STEC is the stx gene (encodes Shiga-toxin) located in the genome of a prophage. The PhD thesis was focused on 
STEC O26:H11, which is the second serotype causing HUS in the world, and the first one found in raw milk cheeses.  
 
The first objective was to characterize genetically STEC O26:H11 strains and their Stx phages (stx gene subtypes and insertion sites of 
Stx phages) in order to identify any differences between these strains according to their origin. The majority of the investigated food and bovine 
strains possessed stx1a subtype and their Stx phages were integrated into wrbA and yehV. Human strains possessed the stx1a and stx2a subtypes 
in equivalent proportions. Their Stx phages were also integrated into wrbA and yehV but unlike food and bovine strains, yecE site were identified 
as insertion site. All the human strains carrying an Stx2a phage integrated into wrbA and yecE caused HUS, which could indicate a high 
virulence.  
Studies showed that Attaching/Effacing E. coli (AEEC) O26:H11 strains were isolated from foods identified as "stx +" by PCR. Except for the 
absence of stx gene, these AEEC strains are similar to STEC. Their characterization showed, in this study, that the majority of them had intact 
insertion sites, in agreement with a possible loss of Stx phage by spontaneous excision. The stability of Stx phages was evaluated in STEC 
O26:H11. Presence/absence of Stx phages was quantified for each strain in the total bacterial population, showing that STEC were capable of 
losing their Stx phages. However, this instability was not related to the insertion sites. Several attempts to introduce Stx phages in AEEC strains 
in order to convert them into STEC were conducted but the results showed that it was difficult to infect these strains. 
 
The induction rate of Stx phages in vitro in STEC O26:H11 showed that, with mitomycin C, the Stx2 phages were more inducible than 
Stx1 phages. However no difference was found with the origin of the strains tested and the Stx phage integration site used.  
The morphological analysis of some Stx phages showed that Stx1 or Stx2 type was not related to a specific phage shape.  
Study of various stress related to the cheese-making process showed that the osmotic and oxidative stress related to the potential release of H2O2 
by other bacteria, led to the induction of Stx phages. Because AEEC strains are frequently isolated from food qualified as "stx+" by PCR, the 
analytical STEC isolation procedure was studied for its ability to induce Stx phages. Production of Stx phages during the enrichment phase 
seemed possible from contaminated food. However, none of the components of this method, tested individually, could be identified as an 
inducer of Stx phages. 
 
This work highlighted the diversity of Stx phages from STEC O26:H11 isolated from humans and dairy sector. Differences in stx 
subtypes and Stx phages insertion sites present among the STEC O26:H11 strains were observed depending on the origin of the strains. 
Moreover the induction levels of Stx phages differed according to the stx subtypes. These differences might reflect the existence of distinct 
clones, with varying virulence potential, circulating in foods, cattle and patients. 
